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INTRODUCTION 



ta reproductIon est contrôlée, nu niveau centrul,. par les neurones il gonadolibérine oU 

GufUl. répartis de façon difl1lse duns Phypothalal1tus, Ces neurones projettent lenrs 

ierrulUaisotlSnervemses l,\ltlliv~tnrde la zone exterlledelt émineltce médiane (EM), et libèrent 

la.OnlUt ·dtlnS un rêscttu. complexedecnpiHuil'esappeltS le système porte hypothaIat!lo~ 

l1~i~ophlsaiN. L4 OuRH -cÎL'Cule~ralls Ces vaissenuxi et «{teint les cellules gonnd01topes de 

rndeltoh>'Pol1hys~ .{)'Ù elle module la syntllèseotla libémtion des gonadotrophines tH 

{hotl11l1lle lutéinisante} et FStI (hormohc tomculo~$nmnlallte), Ces deux hormones sont 
. . 

ct\lcinles !t la spermatogenèse c:t àl~ovlllatiol1t processtls indispensables iL la survie des 

Qu,.:Jle qUti soit l'espèce. la sécrétion de la GI1RH dans l'HM est pulsatiIe, et elle 

cntrulue une Ubèratioll pulsatile de la tH. te ou les élément(s) gêné~ateur(s) de cette 

pulsaLiHlé de ln libération de la GuRli restent ttêscotlU'Qversés. Plusieurs hypothèses sont 

êvoq1.lé~s pour expliquer celte pUlsutîlité: 1) les neurones à OnRH pourraient posséder une 

ucthdté p\lJsatilc il1trillsèqu~: 2) différents facteurs neuromlux~ présents dans différents 

tloyuux hypota.l11nmiques et dans PEM1 pourraient agir sur les lleurones à GnRH et influencer 

lellructivité ~ 31 des substances d\Higine g!;a1e peuvent également moduler cette pulsatilité; 

4) les hormones sexuelles htfluencent il tous Jes niveaux le fonctionnement des cellules à 

GnRH. 

Cert2Jns travaux portent sur l'implication du monoxyde d'azote (NO) dans la 

régulatIOu de ce syst.ème. Le NO, mC$sage.r gazeux ayant des propriétés facilitatrices pour 

passer les: mcmbrnnes ôlCJlogiques, pourrait contrôler l'activité sécrétoire des neurones il 

GllRH~ suit ~n activant les voies d~ Ittmsd\\ction nécessaires à l)exocytose des g,ranules 

Ci:mtenant la GnRH. soit en agissant sur d'antres systèmes de nenrotransmission con.nus pour 



in.ten\gir ~vt,JC le système à GI1R1:L Effectivement, le llluintien d'une activ.ité NOergique datls 

des cOIld.itions expériment.ales ill vit"O et fit vitro, est Î11dispensable au bon déroulement du 

processus de Iibêrntioll de la OulUI. 

Aunivcult de rEM. certuii1Sltavnttx ont ÎlllpUqnê le NO d\)tig.il1~ neuronale: en effet~ 

dt's. f1~{V.îlUX ont montré l'impol1anee dlt NOSYlltbêtisé pnr une population de lWutolleS dont 

tçsfibl'estnWc.fsent la ZOlle h1tem~ d~ rEM pout:' se projeter nu niVlian de la tlellfohypophyse. 

Pat: -çOllt1'Q~ jusqutuux travaux effectués aH luborntoire~ t,HICUllC étude nes~ ét,ütlntéressée au 

rôle êveal1lcI dlt NO sYllîhétisê par l~ eeUllles endothéliales lQCtlUsées (fans les çapil1aires du 

systp.:llle porte hypotbnlaruo-hypophysuitc proehes des termiullÎsolls nerveusesdesncurones à 

GnRH. 

Lu but de ce travail de thèse u été de détenlliner le mode de libération du NO ",U 

niveau de PEM et son implication dans ln libération de la GoRR. Pou~ cela, 11OU$ avons utilisé 

une tecbnique originale de mesures mnpérométdques permettant la détection directe et en 

ternpsreeI du. NO. Nos [tuvaux se SOItt déroulés en 5 phases: 

Déterminer si des HM de rates maintenues en survie Hbéraient 

spontanément du NO. 

Etudier les corrélations (le cette libération de NO avec cene de la GuRli 

Vérifier 1 ~infhtence des stéroïdes gonadiques dans le système NO 1 GnR.H. 

DélenllÎner 110rigine du NO 111esurê. 

Détenninel' le ou les élêment(s) générnteur(s~ de cette sécrétion de NO. 



lite sys'tême ûGnRlI 

1) GéueraIitéfl 

Au débutàes iII:mées 60f t'équipe <iCi McCann (1960) démo.tltt~què la libératiôJî de la 
~. . . 

tH pat rudétlohypophys~ potlYairetl'e stiulutée paf unesubstMce d'odgîne hypotllll1amique. 

CeUe SlJ.bsnUtce, localisée mi lliveaud'e Jtalte prêoptique (APO), l'aire suprachjasmt\tiquet 

réminence médiane (EM) ct IénoYlluurquê (McCal11l~I962) no fut identifiée que 10 ôns plus 

tard tAtnoss et (JI., 1911 ; Matsuo et al., 1971 ; Sch1tlly et' al., 1971 ; Bur&rtls et ((1 .• 1972), Il 

s1agît d'lm décapeptide de séquence pyroGlu - His .- !rp - Sel' - Tyr -~ Gly -- Leu - Arg - Pro 

"" (j[y·NH:!t eonttu successiVement .sous les noms de LRF ou «LuteÎllizing ReleasÎng Factoo>,. 

LHRH on (Luteinizing Hormone Releasing Honnotlfm, et GnRH ou «Gonadotropin 

Releasiu,tt Hormone», Ce peptide est ntodŒé 8.111liveUIl de lies extrémités amino et carbo~-y 

termiru.llesf ce qui Il ralentisOfi séquençage. 

PhlSÎeurs iSQfonnes de la GnRH1>ainsi que les gènes correspondants, ont été décrits 

dn.nsfn littérature (Femald et White. 19(9), La première fonl1e, citée précédenunent, est la 

(jnRH··t te gène codant pour cette OnRH à été décrit chez l'homme {Seeburg et Adelman. 

1984} et chez te îtlt (Adelman ct{jt.~ 1986), Une autre forme a été découverte :hez le poulet, 

la GIlIUI-H ou [His5 Trp'l Tyr8}GnRH (Miymnoto et al., 1984). Ce dernier peptide "''\{ 

remarquable car on le retrouve dans tOlltes les espèces animales, et apparaît être une fonne 

très cOilServée de ta GnRH (King et al., t 994). D~alltres fonnes ont été retrouvées dans des 

espèces diffërentes et il semble qu·une même espèce de mammifères présente toujours au 

moins deux, et parfois tnllS forllles de GnRH. Ces formes proviennent de gènes différents et 



sont explirnêcs dans des régiOIlS spécifiques. Ainsi chez le l'nt i la GnRH·l est exprimée dans 

l'hypothalamus. la GnRH~l1 nu niveau du mésencéphnle~ et la GnRH-III au niveau du 

télencéphale {Knsten et (lJ.~ 1996). 

Lu stl'uetttrc de base des gènes codant la GuRU est la. même pour toutes les isofolmes 

(Secburg ct Adeltn~ttlt 1(84)~ Un ARNnl «prépml1r . 'oné GuRI!» code pour la GnRH et UJl 

peptide. (îAP (QnRfi .. Associnted Peptide). Cet ARNm «ptêprohoùltone GnRHn est COl1Stittlé 

de {lttatre el\011S (FIGURE l) : 

.: L 1exon l code pouHmerégion S;t.,UTR(lJntmnslàted tegion). 

• l/exon 4. code pour Ult peptide, $lgnnt la 01'001) \111 site de clivage 

prQt~lytique et la partie amîno termit1aIe du GAP. 

• L' oxon 3 code pour la partie centrale du GAP. 

)il L'exon 4 code pour la patiie carboxy tet111Îl1ale du GAP et une région 3'

UTR. 

Les tuilles des régions. UTR et des introns sont. très différentes en fonction de la GnRH 

tmdtlite~ par opposition aux exons 2 et 3. AU début des ~1l1nées 90, Gautron et al. (1991) ont 

isolé une GnRH .. l ayant suhi une modification. post .. traductionneUe. En effet~ le résidu praline 

CIl position 9 s"est \'t! rajouter un groupement hydroxyL Cette GnRH. uppelee [hypl}JGnRH, 

s~est av~téeêtre moins efficace pOUl' stimuler la libération de LH / FSH in vivo et ill vitro. Son 

rôle 8cmbl!) être beaucoup plus important au cours du développement, notamment au moment 

dudécJenchemcnt de la puberté (Rochdi el al., 2000). 

h) Neurofillutomie du système à GnRH 

Au coltrS des m1ll!!es 70 .. l'éqnip.e de Barry iJentifinit les corps cellulaires de neurones 

à GnRH u.illsi que leurs sites de projection axonique dans le cerveau de rongeurs {LconardeUi 
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Exonl E:x,an3 Exon4 

FIGURE 1. Représentation schématique de l'orgamsation des gèf'es de la 
GIllUI (dtaprês Femald RD et 'White RB) 1999). En Qra.nge~ région codant pour le 
peptide signal; en ve~ région codant pour la GnRH ; en bleu région codant }Y.Dur 
l~ GnRH-nssociated peptide (GAP) ; en gris j région codant les extrémités 5' et 3~ 
UTR. (Untranslated region); hachures rouges, introns. 



(flal., 1973; Bat1)' et al.,. l 973a, 1973b)t puis chez; les plimates (Bany et al., 1976). Les 

tnWRlIX de cette équipe aboutirent également li démolltrer l'existence de variations (Pactivité 

(le ces nCl.lroi1es au cours du cycle œstral (Barry et Dubois. 1974 ; Bany et Croix, 1978). 

QucBeque soitt'espèc~ te n0111bro de IieUtones il. G11RH est extrêmement faible, à 

sllluirenviron 800 chez l~ hnt'lster (Jeunes et Stumpf,. 1980). 1600 chez le rat (Wray et 

Hl1nhtatl~ 1983} et 2400 chez le babouin (Marshall et Qoldsn1iUl, 1980). Chez le rat, !a grande 

mttfodté des corps cellulaires dQS neurones il GnRHest [ocnllsée dans r APO médiane 

(Seùlmnoff ct (1I.~ 19H01, mrus quelques 'celhlles immtUloréactives ont été localisées aU niveau 

{hl bulbe ulrneti~ des bandes diagonnlesde Brucat dll selltmn tnéditll1, du noyau préoptiquc 

périvcntricuhtireet de l'hypothafanUlS latéral (Kiug et ul,. 1982; Merchenthaler et al., 1984). 

La ptlli:t grande purtie des neurones à GnRH se projette au niveau de l'EM (Merchentllaler et 

aL 1980. 198d.; Kawano et Daikoku. 1981 ; Kiuge! (Jl.~ 1982; Hoffil18ll et Gibbs, 1982). Le 

couplage de techniques utilisant des trnceurs rétrogrades et de l'immunollÎstochimie a permis 

de démontrer que, êuez le rat, 50 il 15 % des neurones à GlililI qui se projettent nu niveau de 

rEM pro\dentlcnt des régions septales, de PAPQ médiane et de ln région préoptique 

périventriculnire (Silverman et al,. 1981: Mel'chenthaler et a1., 198t». Certains neurones à 

GuRU se projettent également \I~rs les organes cireunwentriculaires tels que l'organe 

va~'CuIaire de ln. hune terminale (OVLT) (King etaI., 1982). 

2) L "éminente médiane 

L'EM. encore appelée tige hypophysaire, est uue structure hYPoUlulamique reliant 

rhypothnlamus ~ l'adénol1Y"ophyse. Cette région, d'une longueur de 2.5 mm chez le rat, est 

coustituée (FIGURE 2) : 



zr 
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Pièi1s TanYllybires 

, ..... ------ Lame Basale Parenchymateuse 

FIGURE 2. Schéma de Péminence mMiflneencoupe sagittale. 
ZI: Zone Interne; ZE: Zone externe. 



~ d'une couche épClldYlltf · .... e contrnant les corps cellulair...:s des tanycytes, 

cellules gliales spécifiques de l'SM. wIi .lS entre elles par des jonctions serrées, empêchant 

ainsi toute communication, via les espaces inte.rcellulaires, entre le troisième ventricule et les 

(~ttpHInires pottes (Bdghtman et Reese. 1969), 

* d'une lOlle interne, ZI.WC de passage de fibres nxoniques de neurOll\'s qui se 

prujettent vers la neuroh:;pophyse. 

~ d'une zone externe; constituée essentiellement de terminaisons nerveuses 

contenant les neurohormones, de prolongements tanycytuires, et de capillaires fenestrés 

constituant le système porte hyp )thnt.l1l1o-hypophysaire. 

Par ailleurs, dans l'épaisseur de l'EM, on peut <'bserver quelques nstrocyles qui 

t.mvoiellt des prolongements dans les différentes couches. 

Les ncurohOlmones peuvent être déversées dans les capillaires fenestrés. Ceux-ci sont 

entuurés p~r \.lU espace péri capillaire, délimité par Jeux membranes basales: une basale 

parenchymateuse et une basale endothélial et bordant respectivement, le t.issu nerveux et les 

capillaires (Barry. 19(7). 

Des études de micro~.;opie électron;fJue réalisées au laboratoire (Prevot el al., 1998a. 

1999a) c.nt montré l'existence de remaniements lUOIl'hologiques al' ,lÎveau de ln zone externe 

de I~EM ptmf faciliter le passage de la Gl1RH dans le sang pC'·le. ... 1 effet, le jour du 

pro œstrus . .intlr qui précède l'ovulation et JOUi' où la sécrétion de ln GnRH auglm ..• 1:: 

considérahlement, 12.6% des neurones à GnRH rentrent en contact avec l'espace 

périevr'muirc. res contacts se produisent alors grâce au bourgeonnement des terrr'Înaisons 

neur.:males, nu ~tmit (l.~ pids tnnycytaires. ainsi qu;à des évaginations de l'espace 

péricapillnire l'uugmentation de l'exprL.Jsion de GAP43 (Growth-Associuted Protein-43), 

murq/..eur de ln croissance axomtIe, dans les neurones à GnRH. pourraÎ\ être l'un des éléments 

10 



de teUe pluslicité nehl'O-glio-endothéliaIe, et pOltrt'ait irtliquer que les neurones à GnRH eux

m'~mes sont très actifs dans ce phénomène de plasticité (Prevot et al., 2000a). 

3) Liùétntioll de ln GuRlI l puJsntUit~ et cyclicité 

Quels que soient J'espèce et le sexe de l'animal, la libération de la GnRli au niveau tin 

système porte hypothnhlll1o.hypophysaire est pulsnti1e; et est corrélée à une libération 

également pulsHtile de ln LH (Levine et Ramirez. 1982 ; Park et al., 1989 ; Sarkar et Minami, 

1995>. Cette puJsatiIité est :ndispcnsable m! bon fOllctiollnement de l'axe reproducteur. En 

effet, par opposition aux infusions cérébrales pulsutiles. les injections continues de GnRH 

perturbent la fonction gonadotrope (Bekhetz et al.; (978). Les mesures directes de GnRH au 

niveau de la circulation porte ou au niveau de l'BM ont aboutit à la conclusion que la 

libératimt pulsatHe de LH était la conséquence de la libération pulsatile de la GnRH (Carmel 

('1 aL 1916; Clark,' et Cultunins, t 982 ; Levillc cl al' t 1982 ; Geru'ing et Terasawa, 1988). 

ChCl'. le rut femelle, la fr~quence de~ pulses de la GnRH est d'environ l pulse toutes 

les 45 minutes et ne varie pas au cours du cycle œstral (Le..,'l1c et Ramirez, 1982). Les mêmes 

travaux ont couHrmê l'existence de cette pulsatilité chel le rat mâle (Steiner et al., 1982; 

Dh.l1.en et Rmllirez. 1987; Levine et !Juffy, 1988). 

Cependant, comme dans toutes les espèces de mammifères, jJ existe un pIC 

préovulutoire de 1 li lié à un pic de GnRH. 

Chee le rut femelle, [e pic de LH observé l'après-midi du proœstms est lié à une 

augmentation de l'amplitude des pics de GnRH qui croît considérablement et déclenche le pic 

préovululoirc de l H (Sarkar et aL 1976 : Levine et Ramirez, 1982 ; Ching, 1982). 

Contrttirement au mt, c'est la fréquence des pulses de GnRH et non l'ufl1pIitude qui 

augment.e juste avunt le pic préovulatoire de LH chez le mouton (Clarke et Cummins, 1985 ; 



Canlty et al .• 1(89). Chez les primates! le pic préovulatoire de LH est précédé à, la fois par des 

augmentations de l'amplitude et de la fréquence des pulses de GnRH (Xia el al., 1992; Pau et 

al., 199:3). 

Les phénomènes de pulsatilitê et de cyclicité sont indispensables. chez la femelle, pOUf 

voir apPllmîtt·c r ovulation. 

4) Origine de ln pulslltilité 

L'élément générateur de la pulsatilité de la GnRH ou «GnRH pulse-generatoo) (Lopf'z 

et ul.. 19(8) est encore loin d'être parfaitement caractérisé. Le GnRH pulse~ge"~rator a été 

décrit dans tin premier temps. comme étant la résultante <le bouffées de potentiels d'actions, 

enCtlre appelée activité électrique multiullÎtaire. Ces bouffées sont générées pm' un groupe de 

neurones localisés dans Phypothuliimus. Ltactivité électrique globale de cette population 

neurt1nale, constitué:! de neurones à GnRH et 1 ou de neurones contrôlant les cellules à GnRH, 

nb(,,'mtit donc ft une libération pulsatile de GnRH 1 LH (Kawakami el al., 1982; Kuufmun et 

tll.~ 1(85). Les groupes de neurones et les circuits synaptiques composant le GnRH pulse

gCl1emtor et agissHnt !lUX niveaux des corps cellulaires et des terminaisons nerveuses à GnRH 

sont peu connus. Les neurones à GnRH. cellules eftèctrices de ce mécanisme pourraient: 

l} être douées intrinsèQuemf'nt d'une pulsatilité. et 1 ou 2) recevoir des ~ignaux qui seraient 

capables d'engendrer une libération pulsatlIe de la GnRH et dont j'origine serait à déterminer. 

Cette pulsatilité pourrait être essentiellement liée à des propriétés intrinsèqut'') des 

cdlutes à GnRH. Ainsi. l'utilisation de cellules immortalisées GTt (Mellon et al., 1990) a 

{luvert de nombreuses possibilités qu~mt à l'étude de l'activité pulsatile des neurones à GnRH. 

Ir; loUrD. ces ceHulcs GT 1 sécrètellt la GnRH de façon pulsatile, à tUle fréquence proche de 

celle ohsci vée m vivo (Martinez de la Escalera el al., 1992; Wetsel (!t al., 1992). Cependant. 
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cette sécrétion pulsatile de ln GnRH n'est pas accompagnée de cycles de transcription et de 

traduction (pitts el al., 2001). 

L'utilisat.ion récente de FM 1·43, marqueur fluorescent des changements membranaires 

associés uux phénomènes sécrétoires; a l)CnllÎs de déterminer une fréquence des pulses de 

GuRli chez les cellules GTI tic lA;t: 0.1 pnr heure~ et uue durée des pulses de 17.3 ± 0.6 

minutes (Vuzquez-Mürtinez et tl/., 2001). Dans cette même étude, l'ajout d'octano!, inhibiteur 

{tes jonctions communicantes, a perturbé t'activité synchrone des cellules GTI et non leur 

i:\ctivité pulsatile : la pulsuûtité serait donc une propriété intrinsèque des neurones GTI et les 

P""o!S cytuplasmiques existant chez les cellules GTl ne seraient pas impliqués dans le 

phénomène de pulsatilité. 

Des études recentes suggèrent que le Ca2'" seroit un élément crucial de l'initiation et de 

la pl'Opugation des pulses de GnRH. Tout d'abord. les cellules GTl présentent des bouffées de 

potentiel d'action nssociées il des oscillations de Ca2+ libre intracellulaire (Spergel et lll., 

P~)96). t.e blocage des canaux calciques au niveau de ces mêmes cellules, blocage qui 

e.mpêche l'nctivité électrique spontanée! abolit ln libération de OnRH par les cellules OTt 

(Martinez de tu Escaleta el t11., 1992. 1995 ; Spergel et al., 1996. Vazquez~Martinez et al., 

2001). L' tlctivité sécrétoire intrinsèque des cellules GT l serait la conséquence de 

changements coordonnés, périodiques. d'oscillations calciques dans chaque cellule (Nunez et 

ClI .• 20(0). 

Les neurones à GnRH de type l ont une origine extérieure au système nerveux central: 

ils dérivent de la placode olfactive embryonnaire, migrent au niveau du mésenchyme nasal, 

pénètrent dans le cerveau où les corps ceHulaires vont atteindre leur position définitive. Leurs 

axones vont ;roître jusqu'à leurs cibles localisées notanlnv"1t au nIveau de l'EM. puis les 

neurones vottt acquérir leur fonctionnalité. Ainsi, il a été démontré que des explullts de culture 



de placodc 01 factlve de singe (Terasawa et al., 1999a) et de l110U!Ql1 (Duittoz et Batailler, 

20(0) étaient capables de libérel" la GuRH de fnç011 pulsatHe. Cette pulsatilité existe 

également au niveau de cultures organotypiques de placode olfactive obtenues à partir de 

fœtus ue ml (Ful14tbashi et al" 2000). Ces types de cultures sont très intéressants puisque ces 

neUfOllCS à GnRH n'ont été en COntact ni avec des neurones hypothalamiques, ni avec des 

cellules gliales. MaÎs il est important <k; noter que d\mtres types cellulaires peuvent être 

présellts dans ces cultures et influencer la libér~tioll de la GnRH, ce qui empêclle de conclure 

dètil1itivemcnt il l'existence d'une propriété pulsatile intrinsèque des neurones à GnRH il! 

vivo. 

En conditions f?X vivo, la présence des corps cellulaires des neurones à Gl1RH n'cst pas 

nécessaire au tmùntien de l'activité pulsatile. En effet, des explants d'hypothalamus médio

basaux (Bourguignon et Franchimont, 1981. 1984; Bourguignon et al., 1993) ou des 

fragments d'cM (Rasmussen, 199:\) contenant les tcnninuison!\ nerveuses des neurones à 

GuRU s~parécs de leurs corps ceHultlires, peuvent libérer la GnRH de façon pulsatile à une 

fr6'luence comparable li celle observée ill viVQ, Dans ces conditions expérimentales, la 

pulsntihtê ne décroît qu'au bout de cinq heures de manipulations (Rasmussen, 1993). 

Compte tenu de l'ensemble de ces observations. il apparalt donc que les neurones à 

GnP}l sont probablement doués d'une pulsatilité intrinsèque mais qu'il existe d'autres foyers 

pOllvant être présents dans l'hypothalamus média-basal. et même plus précisément au niveau 

de !'EM, pouvant induire une pulsatilîté dans la libération de la GnRH. 

5) l.es dirrére!.ts facteurs intervenant dnllS It' contrôle de ln sécrétion de ln GnRH 

nu niveau de f'El\'I 
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De nombreux facteurs (stéroïdes, neuropeptides, neurotransmetteurs, f.1cteurs gliaux) 

SCl11t cupables de moduler ln sécrétioll de la GnRH dans les capillaires du système pOlie, en 

ttgissant soit directement nu niveau des terminaisons nerveUSes des neUl"Oues à. GnRH, soit par 

des systèmes Întenuédiairos (neuronaux, gl;ullx et humoraux) capables d'enti'atner, li leut tour, 

une Hbérution de la GnRH nU niveau des tetminnisons nerveuses, Nous n'exposerons que les 

vuies essentiellement il1lplitluées dmis la libération de la GuRH dans I~EMj dont les effets 

inhibiteurs ou stimulateurs ont été clairement démontrés. et non cf'tles connues pOUl' moduler 

t'nctilité des neurones à GnRH au niveau des corps cellulaires. 

a} Les stéroYdes gonadiques 

Chez lu rate, le rôle des stéro'ides gonadiques dans [e contrôle de la sécrétion de GnRH 

j LH Utt niveau de l'axe hypothalUlllo-hypophysaire est e.'lï:trêmemcnt complexe (Mnhesh el 

Braun. 19(8). Au niveau cen~rnl, les principaux systèmes neuronauX cOllnus pour contrôler 

ructh:it~ GnRH sont sous la dépendance de J'œstradiol et de la progestérone. 

Depuis de nombreuses ttnnées, il était admis que les neurones à GnRH n'exprimaient 

pas les récepteurs aux œstrogènes, et ceci dans de nombreuses especes, y compris le rat 

tHerbison ct Theodosis. 19(2). Ainsi. l'action des stéroïdes sur les neurones à GnRH semblait 

exclusivement indirecte, et mettait en œuvre des neurones exprimant les récepteurs aux 

stéroïdes et contrôlant "activité des neurones â GuRH. Cependant, des travaux récents 

remeUrUlt en cause cette théorie montrent l'existence de récepteurs beta aux œstrogènes dans 

les Ileutlmes à GnRH. dans des cOllditions in vivo (Hrabovszky et al., 2000, 2001) et de 

récepteurs n/phu ilr vitro (Shen E!t al., 1(98) Ainsi, les œstrogènes pOUIraient aVOIr un effet 

direct sur les neurones ft GnRH. ce qui n'exclut pas une action indirecte majeure. 



Au cours du cycle œstral, l'uction des œstrogènes. aux niveaux hypotlmlrunique et 

pituitaire, est biphasique: une 111'emière phuse, que POli appelle «rétroaction négative», au 

cours de Inqt.eIIc (cs œstrogènes ont un effet inhibiteur sur le système à GnRH 1 LH ; et une 

deu~ième phnse nommée «rétroaction positive», indispensable à la survenue du pic 

pr~ovltlatoit'e de GuRli 1 LH(pour revue, voir Herbison, 1998). Ainsi, nu niveau 

hypotlmlnmique. le rétrocol1trôle négatif, phase la plus longue du cyc~e œstral, impliquerait: 

l) le GABA (ncide y-amino butyrique), considéré comme un élément majeur impliqllé dans 

rmhibiuon d~ la libération de Hl GnRH, el 2) les neurones à p-endorphine. qui sous l'effet des 

œstrogènes. diminueraient leur libération de ~~endorphine pour «désinbibem les neurones à 

Gn.h:! au moment du pic préovulatoire de GnRH 1 LH. Le rétroconll"ôle positif serait 

esscntteHememt exercé par des neurones possédant les récepteurs aux œstmgènes et 

synthétisant les acides aminés excitateurs, la noradrénaline et le neuropeptide Y. Les modes 

d·uctioll de ces neuropeptides et neurotransmetteurs sur tes neurones à Gl1RH seront détaillés 

ultérieurement. 

Les rétrocontrôles négatif et positif exercés sur l'axe hypothalamo-hypophysnire sont 

HcsQgalement à ln progestérone. Le rôle de la progestérone dans le système à GnRH semble 

êlre stinminteur aU moment du pic préovulatoire : l'aprè::Hllidi du proœstnls, les rates traitées 

avec le RU48(i (Lee el al.. 1990). un stéro'fde anti-progestérone, ou avec l'epostalle (DePaolo, 

1988), un inhibiteur de la synthèse de la progestérone. ont présenté une diminution de 

neurones il GnRH exprimant le marqueur d'activité c-fos. Selon les auteurs. le blocage de 

l'notion ou de la synthèse de la progestérone peut ent1.\Îner une diminution de l'activité des 

neurones il GnRH. L'effet facililateur de la progestérone sur le pic de LH est renforcé par les 

travaux de Lee ('/ al. (1990) montrant que la supplémentatiol1 en œstradiol plus progestérone 

culmine une augmentation de f' activité GnRH, 
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Chel le rat. l'effet inhibiteur de In !lt'ogestél'one sur l'axe gonadotrope serait une 

fonction physiologique cruciale limitant la durée du proœstrus ù un jour (Fl'eeman et al., 

H>16). Ln ptogestéro11.c ugirait alors en altérant la synthêse et 1 Oll l'activité de 

neurotnmsmettet:lts. neuropeptides essentiels à PacUvitê secrétoire des neurones à GnRH 

(Atumli et lI/ • ., 19(1): ainsi, les nOUl'ones il GnRH pourtahmt pl'ésenter des variations nu 

nivct\u de Itt synthèse et 1 ou de lu libération de la GnRt!. 

Si l'on s'intêresse à l'action directe de ces stéroïdes dans l'EM, li semblerait que la 

prtlgestérotlC' soit capable de stimulet' une libération rapide de GnRH nu niveau de l' EM 

d~~mÎln:.mx l')vnriectomisés (OVX) ayant subi préalablement une imprégnation œSlrogênique 

{Kim et Rml1irez. 1985). Au sein du laboratoire, Prevot et al. (1999b) ont démontré que des 

fragments d'EM de rat mâtes maintenus en survie Hbèœnt du NO en réponse à l'apport 

e~()gène de ! 7-13 œstradioL Ce NO est capable de stil11uJer en retouf ln libération de la GnRH. 

tu tcstostétone testée dans cette même étude n'a pu stimuler une libération ntpide de NO 1 

GnRH. C'Ol1.1pte tenu des observations de Kim et Ramirez (1985) et de Prevot et al. (1999b), 

l~œstmdiol et la progestérone pourraient agir directement au niveau de l'EM, et stimuler la 

libération ùe la GnRH. 

b) Les neuropeptides 

Le neuropeptide Y (NPY) est un peptide de 36 acides aminés, largement distribué 

dans l'hypothalamus (Allen et al., 1983 ; McDonald. 1988). De nombreux corps cf!l1ulaires de 

neurones il NPY ont été localisés dans le noyau v.rqué, et les axones de ces neurones se 

prt'l;}cttenl essentiellement nLl niveau de l'APO (McDonald, 1988). Cependant, certaines fibres 

ft NI'\{ ont été décrites pa;:- certains auteurs dans rEM. au niveau de la zone interne mais 
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également dans ln zone externe, ft proximité des vnisseaux pottes (McDonald et al., 1987; 

DeQttidt ('/ al., 19(0). Le NPY est ctlpable de stimuler la libération de la GnRH par des 

thlgments d'hypothalamus médio .. basn.ux n1~\intenus en survie provenant. de rates ayant subi 

une imprégnation stéroJùienl1U préahlbTe (Crawley et Ka1m. 1(87). Dans des conditions 

\1Xl~érhncnlales simi\llires. l'apport exogène de NPY sur des fragments d'EM maintenus en 

!-.lll'vie entraîne une libération de la GnRH dUllS Je milieu, d'une façon dose dépendante 

tSnbutino et al.~ 1(90), III vimr nu cOurs du cycle œstral~ la concentration en NPY tend à 

l1uglltt:t1ter dans t'EM au momcllt du pic préovulatoire (Salul et al., 1989) : la quantité de NPY 

détectable dans les vaisseaux portes hypophysaires • accroît le jour du proestrus (Suttan et al., 

1988) et stimule la libérution de GnRH 1 LB (Besecke et Levinc j 1994). 

L 'effet du NPY sur ln libération de la GnRH se ferait essentiellement via deux types 

de récepteurs au NPY: le YI et le Y2. III vitra. les cellules GT1 expriment ces deux 

récepteurs, et leur stimulation entralne une augmentation de la sécrétion de la GnRli (Besecke 

et al,. 19(4). III l'h'CJ, l'activation du récepteur YI est connue pour provoquer la libération de 

Ta GnRH (Ktdra ('l tlI •• 1992). Dans }"EM de rat, \'Înll11unoréllctivité pour le YI est détectée 

dans: les tenllÎnaisons nerveuses des neurones â GnRH et dans les cellules endothéliales (Li et 

ctl.. 1(99). En ce (lui concerne le Y2~ 5011 importance sur la libération de la GnRH n' a 0té 

étudiée que chez les poissons (Peng et al.~ 19(3). Quelques cellules immunoréactives pour le 

Y2 ont été détectées dans l'hypothalamus humain (Caberlotto et al., 1(98). 

La guhmîne est un peptide de 29 acides aminés isolé à partir de l'intestin de porc 

n'atcmoto et al.. 1983), dont les effets biologiques. extrêmement variés. seraient 1l1édiés par 

trois tYI10S de récepteurs: GalRI. GaIR2 et GnlR3 (Brunchek el aL, 2000). 

Dans le cerveau, ta gnlanine est fortement exprimée au nivctlu de la zone externe de 

l'EM (Rokucus ,'/ al .• 1(84). Environ 60 % des tenninAisons n~rveuses â galanine de rEM 
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pl'o\lÏfmncnt du noyau arqué (Merchenthaler at tll., 1991). Chez le rat mâle, environ 20% des 

neurones il CinRH coe.x}Jlimcnt lu galanlnc (Merchenthalel' et al., 1990), alors que pour le rat 

femelle. le nombre de neurones coexlîrilllant les deux peptides atteint 65% (Merchenthnler et 

al., 19(1). Dans cette même étude. les ftnteurs ont égnlement démontré que la galanine 

pou\:i\it stinmlel' In Hbération de i~t GuRE par des fragments d'hypothalamus médio~basaux ln 

'vitru. Dnn~ ces conditions expérimentalest l'effet stimulateur de la galanine nécessiterait 

l'intervention de neurones noradrêncrgiques et par déducùou. l'implication d'tmc voie de 

communication gnlunine f noradrénaline 1 GuRH (Lapez et Negrovilal', 1990). 

La concentmÜon en galnnine dans le sang porte est 7 fois supérieure ft celle retrouvée 

d~Uis le sang périphérique. Sn libération dans le système porte est pulsatile chez le rat: les 

pulses de ~alal1ine ont une fréquence proche de ceux de la GnRH, soit environ 1 pulse par 

beure (Lopez; et al .• 199 t). Ces pulses sont de plus synchronisés avec les pulse~ de la GnRH : 

cneffet, ils peuvent coïncider ou tes précéder (Lopez el al., 1991). Cette libération de la 

gnltmine CS~ h1uxhl1ule Je jour du proœstrus, concomitamment ft cp,lle de la GnRH, cc qui 

laisse supposer un rôle important de ln g~\lanine dm'lS le contrôle de la libération pulsatile et 

cycliLlue de la GnRH. 

Très récemment un nouveaupeptide~ le c(galanine~like peptide}) ou GALP. a été isolé 

:.lÉ cloué à partir d'hypothalamus de porc (Ohtllki et al., 1999). Ce peptide est fortement 

C'xprimê dans le noyau ~trquê et présente une forte affinité pour le GalR2 (Kerr et al., 2000). 

Son ucHon sur la sécrétion de la GuRli est incOimue pour le moment: seule une etude 

extrêmement réC'cnte a montré que l'injection intracérébrovcntriculuire (Le.v.) de GALP, chez 

le rat. entrnÎne une augmentation de la concentration cn LH plasmatique, ainsi qu'une 

augmentation de l'activité c~fos au niveau des neurones à GnRH (Matsumoto et lll't 2001). 
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La ri-endorphine, élaborée par des neurones il, pl'oopiomélanocortine localisés dans le 

noyau arqué (Finley el al., 1981 ; Brol1steÎn f!t al .• 1(92). joue un rôle crucial dans l'inhibition 

de ln Hbèmtion de la GnRH (Kalnt, 1993). Selon Ftùetti at lIl. (1999), la stimulatjoll par la p

endorphine de récepteurs IhU (p.) aux opioïdes, présents nu ni\leau de neurones NOel'giques et 

Gi\BAergiques dans l'h}pûthulumus médio··hasal, tlurnit 110ur offet d'inhiber \'uctivité NOS ct 

de stllt1uler ln libération de GABA. Il en résulte ainsi lUle diminution de lu libération de la 

GnRH (Fuletti et tll.. 19(9). Parallèlement, au COlU'S du cycle œstral, la séc':êtion de p. 

(,"!ldorphinc dmls le sang porte est pulsntile, et sn concentration ùans l'EM diminue fortement 

entre 1600h et 1800h te jour du proœstrus (Sarknr et Minami, 1995), au moment où la 

hbémtioll de lu GnRH est maximale, Ainsi, tme diminution de l'activité des neurones à ~u 

enûorphlt1e~rtlit, en partie, responsable de la survenue du pic de GnRH 1 LH (Allen et Kalra, 

1986 ~ Gttbriel ct nI.. 1(86). 

Selon Nilmlarvkis et al. (1986), des coupes dfhypothulamus médio-basaux de rat 

(pmtmlt de l'AFO rostrale jusqu'nux corps mammaires) incubées en présence de 

corticotrophiu releasing hormone ou CRU ont leur sécrétion de GnRH diminuée 

considérablement, mais les conditions expérimentales utilisées dans le cas présent ne 

penncttent p~lS de savoir si la CRH agit au lliveau des corps cellulaires. des axones, ou des 

terminaisons nerveuses à GnRH. En 1993, Rh'cst et Rivîer onl montré, qu'ill vitro, la CRH 

peut être inhibitrice sur la libération de la GnRH au niveau de l'EM. 

C) Les acides aminés excitateurs et inhibiteurs 

Les t\ctdes aminés glutamate et aspartute sont des neurotransmetteurs excitateurs 

fllcilHnnt ln libération de la GnRH (BrunOt 1995). L'utilisation d'antagonistes des récepteurs 
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N.tnelhyl~n.Aspartate (NMOA), nL-a. .. alllitl0~3-hydroxy·5 ... metbyl~4-isoxazoJe propionique 

lcide {AMP A) el tut kaimtte ont pemlis de démontrer que ces acides aminés jouaient un rôle 

dans la sécrétion pulsatile de ln GllRH (Pillg cf al., 1994) et le pic préovulntoire de GnRH 1 

LH che.z le rat lèmel1e (Lopet. et al.~ 1990; BraM et Mnhesh, 1991. 1993). Les effets du 

g{utnnmte et de j'uspartate pO\lrr'ùieut $'effectl~er directement via des récepteurs NMDA~Rl et 

KAlidentîtlés an niveau des corps cellulaires il GnRH nutis aussi au niveau de tenllÎnaisons 

nerveuses dans la zone exteme de l'EM (Kawakami. 1998a; Eyigor et Jennes. 2000). 

L'effet du GABA (acide y-ami no butyrique) sur ta sécrétion de la GnRH reste très 

complexe. En fonction du stade du développement, le GABA est capable d'induire une 

ltyperpoiru:isation uu une dépolarisntion membmnaire. ce qui aboutit respectivement à une 

inhibition ou à une stimulation de ta libération des neurotransmetteurs et neuropeptides 

(Cherubini et al., 1(91). 

Chez (fadulte, il semblerait quel selon le récepteur stimulé, GABA-A ou OABA·B, 

l'uctit)U du CABA semit stimulatrice ou inhibitrice (potlr revue, Terasawa, 1998, 2001): 

{'nction du GAllA sur ta libération de la GnRH ne se ferait pas tlu'au niveau de .leurones à 

GuRU exprimant le récepteur GABA-A (Jung et al., 1998), mais égaleflv~l1t sur des 

intcrneurol1cs exprimant les récepteurs aB GABA et pouvant contrôler l'activité des neurones 

il GnRH <Temsawtl, ZOO 1). Actuellement. les trnvaux in vitro de Nikolaralds et al. (1998) 

suggèrent que \e GABA est stimulateur sur les péricaryons il GnRH par une inhibition des 

nct1nlnes opio'iderglques, et mhihiLeur sur les terminaisons nerveuses il GnRFl. Cette 

hypothèse inhibitrice, au niveau de l'EM, est renforcée par les travaux de Seilicovich et al. 

t 1995} qui montrent que le NO entrrune une libération de GABA par des fragments 

d'hvpotlullamus médio-basilux. ce qui inhibe la libération de la GnRH, Ainsi, en fonction de 
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ln région hypothùhunique c{.lnsidérée; on peut obsel'ver Un effet inhibiteur ou stimulateur du 

GABA sur l'activité des neurones ft GnRH. 

d) Les catécholmniMs 

tn uorndrénnUuc(NA) est Cotlllue pout être un puissant stimulateur de la libération 

de lu GnRH. SOllltction se fait par l'activation de récepteurs adrénel'gir,ues al présents RU 

nivcnu des tenninaisons nerveuses des neurones ft GnRH (Sarkar et Pink, 1981 ; Ojeda al al., 

1982)~ nmÎs également présents au nivenu de neurOnes NOergiques de itEM (Rettori et al., 

19921. 

L'existence de contacts rom"(lXoniques entre tem1Înaisons à GnRH et terminaisons à 

dOrHUl1inc Il été clairement observée chez le rat ft l'échelle ultrastructllrale (Ajika, 1979). Les 

trnvau.'X de ROl5ztejn el Ill. ! 1911) 0111 permis de conclure que la dopuldine était capable de 

Jtimuler une sécrétion de la GnRH par des fragments d'hypothalaultls médio-basaux 

mû.intenus eu survie. 

el Les facteurs d'origines gliale et périphérique 

C'(.!rtains facteurs d'origine gliale, tels que les membres de la famille des 

{(l't:'ilusformillg Gl'owtb .F~lctor» ou TGF, peuvent moduler l'activité des neurones à GnRH. 

Itt l'/l'(};, le TGFu est capable de stîtntder la libération de la GnRH via une sécrétion de PGE2 

(Prostaglam1illcs E~) (Ojeda el al., 19(0), en provemlllce d~t\strocytes (Ma et al., 1997). [11 

'Id/n'l, te TOPln et le TGFp2 sont capables de moduler l'expression de l'ARNm de la GnRH. 

ainsi que la libèrotiou de ce peptide par les cellules OTt (Galbiati et (ll.~ 1996; Messi et al., 
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19(9). De ln même fi\çQn. l'aclivine, membre de la famille des TGF, peut intervenir en 

stiltmlrult la sécrétion de lit GnRH il1 VitlO (Gonzalez .. Manchon ct al., 1991) et in vivo (Lee et 

Rivier, 1997 ; Calogero et (il., 1998). 

Des êtudes récentes Oltt montré que la lcpthl(}j protéine de 16 KOu synthétisée 

essentiellement pnr le tissll adipeux, était large1l1ent ImpUquée dans les fonctions de 

rcpr(lduction (Cap rio fit al., 2001 ; Cllehab, 2(00). A des doses faibles (de l'ordre de 10,12 il 

l(r
lfl 

l'vt) et contl'"tlirement aux doses fortes (10'8 M), la leptinc est capable de stimuler la 

sécrétion de hl GnRH par des fragments d·EM .. noyau arqué de rat (Yu et al., 1 997a) et par des 

cellules G'f1 (Mngni et al., 1999). Cet effet de hl leptine sur les fragments d'EM~noyau arqué 

SCl11hle necessiter 1 t interventioL du NO (Yu et al .• 1991b). 

L \int~rleukine l (IL .. l), cytokine polypeptidique, est considérée comme un fil "!ssager 

bidircctionnel ~ntre les systèmes lllUl1llnS et endocriniens (Besedovsky et deI Rey. L 992). 

l)eux tYl)es d'IL .. 1 ont été identifiés: IL .. lu et IL-lp. Au ni.veau du cerveau de rat, des 

mmrones immunoréactifs pour l'IL .. 1 (Lechan et al,t 1990) ainsi que leurs récepteurs 

(Katslmra et aL, t 98S) ont été détectés dans l'hypothalamus. Chez la rate, des expériences de 

push~puU ctlnnulae dans l'EM Ol1t montré que l'injection Lc.v. d'IL·l p entraîne une 

diminution im}>ortnntlJ de la libération de la GuRH le jour du proœstrus (Rivest et Rivier, 

19li3bJ. De plus. l'injection Le.v. continue de cette cytokine diminue J'expression et la 

tiMrntion de la GnRI-l. ce qui aboutit à une perturbation du cycle œstral de la rate, caractetisée 

pnr lm bloC:~lge en diœstrus (Rivest et al,. 1993), Cependant, si un rôle sur la libération de ln 

GuRU ~sl clwisag~uble~ l'uction de PIL·lf3 sur l'activité des ncurones à GnRH s'effectuerait 

essentiellentcnt Ut} niveau des corps cellulaires dans }' APO (Kalm et CIl., l 990a. 199Gb; 

Ri vest ~lt tlf.~ l 9Q~ J. 
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II f Généralités sur le mOl1o:\-yde d'azote (NO) 

1) l)éCOUV(\I·t~ du NO 

L'histoire du NO et la déoouvertecle SOl1 rôle de messager cellulaire gnzeux débutent à 

la fin des années 70. A cett~ époqtl Ji deux équipes. celles de Murad et de 19narro, ont leurs 

axes do recherche basés sur l'étude de..') tllécanislU.es lie la vasodilatation. Elles démontrent que 

hl gur.l1yh\te cyclllse (GC) cytosotique~ pennettant la relaxation des muscles lisses vasculaires, 

p~ut être .\Clivée par des vasodilatateurs nitrés (nitroglycérill~. nitropntssiates, NO) 

c:ourntnment utilisés en cHniclue (Katsuki et al.; J 917 ; Amold et al.. 1977; Gnmtter et al., 

1979 ; Mellion dt al.; 1981 ; Rapoport et Murad~ 1983). 

PnrnUèlement, le travail de Furchgott et Zawadski (1980) a pennis de montrer le rôle 

crucial des cellules endothélinles dans le phénomèllc de vasodilatation des artères. Alors que 

rt\cetylcholi11e, médiateur de la jonction neuromusculaire, étuit cotJ1ue pour avoir un effet 

v~lsorelaxant Ù: Vit'o, eUe provoque un ·cffet contraire vasoconstricteur sur des préparations de 

vuisseaux sanguins isolés in vitrv. Ainsi. en isolant des segments d'aorte de lapin, ces 

chercheurs se sont rendu compte que la separation de {'endothélium des cellules musculaires 

lisses de la paroi vasculaire, provoqullit une disparition de l'effet «relaxunb>. Or. l'effet 

relnxant était rétabli dans des preparations ift vitro type «sandwich» superposant endothélium 

ct cellules musculaires lisses. Le tenne d'EDRF (Endothelium-Derived Relaxing Factor) fut 

alors donnê pour désigner la substUilce labile ql'tt stimulait la GC des cellules muscula.ires 

V~lscllhùrcs. et provoquait uinsj la vasorelaxation (Cherry et al., 1982). 

Le rassemblement de toutes ces données pennis A ces chercheurs d~émettrè 

l'h)11Othèse selon laquelle l'EDRF était le NO, 
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La tm.mve fiuale fut apportée par l~équipe dG Moncada qui démontra, par 

chillliolumincscence. que des canules endothéliales d'Ratte en culture synthétisaient du NO Cil 

qunntité suffisante pour expliquer r>efTet de J'BDRF (Palmer et al'i 1987). En 1987, Ignarro et 

al. complétèrent ces trnv\!Ux et prQuvèrent que l'EDRF avait bien toutes les propriétés 

abimit.lues ct biologiques du NO. 

Ces travaux ont pcnllis nu NO d*être baptisé «tnolécule de l'année» en 1992 pat le 

journal {(Science)}, et il Furchgott~ Iguano et Murad diobtellir le Prix Nobel de t>,iédecine en 

1{)i)8. 

2) Rôles dans différents systèmes physiologiques 

Le NO 6'St lin gt~l, t1lf.Hcalaire produit naturellement par de nombreuses cellules (pOUf 

revue. Aoki Cl ll/., 1995), Il appnrnlt être !lUé moléctûe clef intervenant dans le contrôle de 

nombreuses fèmctions biologiques. 

Son rôle le plus connu est celui de vasorelaxunt: en effet. l'endothélium des 

vtlisscnux. en rèponse il divers sûmuli (augmentation du débit sanguin entraînant des 

contrnintes de cisaillement; stimulation des récepteurs il l'ncétylclloline sur les cellules 

.cl1dothélillles}~ peut libérer du NO. Ce NO stimule alors la GC présente dans les cellules 

nmsculnires lisses des vaisseaux, entrmnant une syL1thès~ rie gU8nosÎne mono~phosphate 

cyclique tOMPe). te GMPc va jouerlltors son rôle de second messager et provoquer une 

dhninution du Ca2
<1' libre intracellulaire. Ceci se traduit par une relaxation des cellules 

tllusculuires lisses, d'où la dilatation des VrusSCUlL'X (Palmer et a!., 1987; 19nnITo, 1989). Le 

NO pUl'ticipc ~mssi à l'inhibition de l ~agrègation plaquettnire (Radomski t ,( al., 1(91). 

Le NO est impliqué dans les méCtUlÎsmes de répollses immunitaires non-spécifiques. 

Eu effet.. en pt~sellce de cytokines pro;nflnml11utoires et de produits d'origine bactérienne 
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tomme les endotoxines, les macrophages peuvent libérer des quantités de NO très 

importantes. cytotoxiques, qui vont penneHre la destruction d'agents pflthogènes ou de 

ec:llules tlltllorules (Hibbs el ai .• 1981; Nathan et al., 1991), 

t,{\ découverte dtwt(;1llctivit~ NQt.}rgique dnns le Cel'venu (Bredt el cll., 1991 ; Dawson 

(,'} (lI.\ ,1991) a bouleversé le monde des Neurosciertces. Des éléments montrant l'implication 

du. NO dlnlS le contrôle de ln libération de ueUtotransmettC\lts (pour revue, Ohkuma et 

Kntsum. 20(1), ln plasticité neuronale (pour revue, Haley et Schuman. 1994). le stress (pour 

reVue, l'vpez-Figuel'Oa cl al., 1998) ont été décritstuinsi que dans bien d'autres domaines tels 

tlue l'ischémie cérébrale (Strijbos, 1998) et la tlutladie d'AJzJmÎmer (De la Torre et Slefc'mo, 

2()OO~ Law et lll.~ 2001). 

AltacheUe de la biologie moléculaire. le NO participe à 1(1 régulation de l'expression 

tl~s ~èncs p~tr ses interàctions avec les facteurs de transcription (NF~]{B. AP~l, SpI,. .. ), ses 

régulations post .. transcriptiol1llelles et post .. truductionneUes (pour revue, Bogdan, 2001). 

te NO est également Îlllpllquê dans la physio.logie de la reproduction, notnmment au 

ni\'~ilu de l'ovulntion. la maturation d<:s oocytes (Jablonku~Shilrîff Gt al., 1998)l la synthèse 

d'œstrildio~ \OIson el Cll., 1996). la lordose et l'érection (Mani et al., 1994). Les effets 

centraux du NO sur te contrôle de la reproduction, et nottllllment son action sur la synthèse et 

ta libération de la GnRH. serotlt détaillés ultérieurement. 

3} Synthèse du NO 

Le NO est synthétisé pnr des enzymes appelées Nitric Oxide Synthasc (NOS) {Bredt et 

Snydcr. l')C)O}. Ces enzymes catalysent la transio.rmation de la L-Arginjne (L-Arg) en L

C'HruUine ct NO (Palmer et ,li.. 1988; Marietta et al.; 198F; Hihbs et (JI., (988). Cette 

téaction ù'oxydatiOll de la L-Arg: se déroule en deu.x étapes. La première étape consiste en une 
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hydr(iZ\ylation de ln l.-Atg eu N'i-hydroxyI-Arghline. Cette molécule Întennédiaire est ensuite 

oxytlée en t .. Citntlli1l6 et NO (Muriettnet ut, 1988) (FIGURE 3). 

Les enzymes NOS sont constituées d'un dimère, équivalent à deux monomères 

identÎques\ qui peuvent eux",mêrnesêtre divisés en ;::eux domaines principaux: un domaine 

curhoxy~terll1inal ayant une llctivité réductnsej et un domaine nmino~tenninal ayant Ulle 

f:lcthdtê oxygénase. La faffile «dimère» existe en présence d 'U11 groupement hème (Klntt et aL, 

t r)(}6). tes domaines réductase et oxygénase possèdent diffé:ents sites de liaison il différents 

colhcteul'S et cosubstrnts. à savoir, respectivement. nicotinamide adcninc dinurleotide 

I1hosphnle (NADPH). ORvin ndeninc dinucleotide (FAD), flavin mononucIeotide (FMN)~ et L

Arg. reZ
+. tetrJhydrobioplérine (BH4) (FIGURE 4). 

4} lliocltÎl11ie du NO 

L \lxydntiol1 de ht t·A1'S aboutit donc il la synthèse de NO. Ce gaz incolore a une 

demi~\ie très courte, itûétieure à 7 secondes. Le NO est npolaire, ce qui lui confère des 

propriêtës fudlitatrices pour passer ft travers les membranes biologiques, el diffuser à travers 

les tis~'us. Son pouvoir de diffusion dans les tissus, tel que le cerveau. est d'environ 300 J .. un 

(Wood et Garthwaite, 1994; Garth\vaite et Boulton, 1995). 

Dtms les conditions physiologiques, les concentrations normales en NO, mesurées in 

"tl'o, varient entre 10 et 100 !lM (Shibuki et Okada, 1991; Malinski and Taha, 1992). Dans 

des conditions l'monnaies. notamment lors d'une isch';tnie cérébrale induite chez le rat 

(MtÙÎllSld t'I ul., 1993), la sécrétion de NO peut atteindre des valeurs comprises entre 2 et 4 

pM. ('~S fOl'tes concentrations, observées en conditions expédmcntales (Gros& et al., 1994) ou 

lors de conditions physiologiques particulières (inflammations, pathologies), sont néfastes 

pOUf rorgunlSl1le (Jnnerot 2000). 
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FIGURE 3. Synthèse du NO par tes Nitric Oxide Synthase (NOS). 

RedUCl.ase o.xygenase 

CC1H 

Oxygenase Reductase 
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FIGU:RE 4. Schéma représentatif de la structure des dimères constituant les NOS. 
Chaque dimère est constitué d'un domaine réductase et d"Wl domaine oJ\.ydase où 
viennent se fixer différents cofacteurs et cosubstrats. 



Wink et al. (1996) distinguent ainsi deux types d'effets du NO; 

.. les effets dits «directs)} (ttetivntion dtenzymes pnr exemple), qu.i correspondent à 

rintentc!il'm du NO avec fc,s molécules biologiques. Ces effets existent qUlllld les 

conceutrntions en NO sont faibles (< à 1 p.M). 

- les effets indirects, résultant de la combinaison du NO avec l'oxygène (Oz) ou l'ion 

sUl1erc);~jde (02')' Ces effets apparaissent quand le NO est fortement libéré (> à 1 JlM). La 

réaction NO l Ol' aboutit il la synthèse de dillitrogen trioxide (N20j), tandis que la réactiotl. NO 

OJ' entraîne une funnntion de peroxynitrltes (ONOO). Ces molécules sont à l'origine des 

eftèrs cytotoxiques du NO (pour revue~ Wink and MitcheU, 1998), 

$) .Lcs dUférents tYI>CS de NOS 

Trois types de NOS ont été identifiées, ft savoir: la NOS de type 1 (NOS neuronale ou 

uNOS). ta NOS de type 11 (NOS Îl1ductible ou iNOS). et la NOS de type III (NOS 

endathéliale ou ~NOS). La nomenclature respede "ordre dans lequel les NOS ont été 

JfllrHiècs et leurs ADNe respectifs isolés. Les trois isoformes des NOS sont capables de fixer 

les fluvines. la BHA et la caImoduline (CaM) {Marsden et al., 1993 ; Xu et al., 1993}. 

a) la NOS neuronale 

Lu uNOS u été la première NOS découverte et purifiée à partir de cerveaux de rat et de 

pure (Bt'cdt und Snyder, \()90; Mayer et at .• 1990; Schmidt et al., 1(91). Cette enzyme de 

H10 Kr:r sc retrouve êgalelll~nt au niveau du muscle squelettique de rat (Gath et al., 1997), et 

d.tnade nombreux tissus (pour revuct Fôrstermann et al.. J 998). Son expression est 



constitutive. el sou activité est régtllée pur des mêCatlismes dépendants du calcium (Ca:!) et 

tl~ fa call110dulinc (ea2
+ 1 CaM), 

Duns le cerveau" lu nNOS est liée il la membrane postsynaptique par l'Întennédiaire 

d~u1Je protéine neurale postsynaplique (PSD95). En réponse ft une augmentation de la 

. CQueer aHan cn Ctt2+ intracellulaire" la nNOS so lihère de la PSD95 et interagit avec le 

complexe Ca.;!' 1 CalVI. La nNOS1 transloquée dans le cytophlsme, va être alors 

dépl\osphorylée par tu catcme.urine, ce qui prOVQq\lC ainsi son activation (Wang et Marsdent 

t99S ; D'lwson et al., 1998) (FIGURE 5). 

Au lùveuu des modificatjons pos[~traductionlleHes, la nNOS peut subir différentes 

pbospb:orylations pouvant modifier son activité. La nNOS peut être phospborylée au niveau 

de différents résidus sél'Îne el thréotùne par différentes kinases: les protéines kinases AMPc

dépendantos (PKA), les protéines kinases C {PKC), les protéines kinases GMPc-dépcildantes 

(l'KG). les prn1êincs kinases Clll " ; CnM dépendantes (Nakane et a/ .• 1991; Bmnc et 

Lnpetim., 1991 ~ Bredt .t!J al,! 1992 ~ Dinermull et al., 1994n). 

Ces tl'!1V1lUX aboutissent. pour l'instant, à des resultnts totalement contradictoires: 

- certains tltlleurs démontrent que seule la PKA phosphorylerait la uNOS. sallS 

modifier son m.:tivité (Bnme et Lupetina1 1991). 

- dTautres constatent une phosphorylatiou par la PKC et une augmentation de l'activité 

NOS L"ll réponse il cette modification (Nakatle et al .• 1991). 

La tCHdance actuelle serait plutôt en faveur d'une uNOS inactive à l'état phosphorylé 

COinerman et a!.. 1994 ) notamment au niveau des résidus Sérine847 (Hayashi et al., 1999) et 

Sètine'41 (Zoche ct tll., 1 991}. Cette pJlOspllorylatiOtt empêcherait la fixation dv complexe 

ci" CaM.\ hl nNOS. 
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FIGt1RE S. Exemple de l'activation de la nNOS par un neurotransmetteur (ici) le glutamate). 
Cinq ~tapes pour obtenir. une synthèse de NO : l} entrée de Ca2+ par des récepteurs NMDA 
stimulés pat le glutamate; 2) formation dJun complexe Ca2+ 1 Calmoduline~ 3) dissociation de la 
nNOS de la PSD-95; 4) déphosphorylation de la nNOS et synthèse de NO; 5) nouvelle 
phosphorylation et retour à la membrane sous forme inactive. 



hl ln NOS induclibl~ 

Cette jSâem~yme de 130 KDn H été isolée dès 1991 à partir de macrophages de souris 

(He\'~lt't al . ., 1991 ; Stuehrct til.\ 1991 J. LaiNOS n'est pas exprùl1ée constitutivement : en 

clfet"soll CXJll'CSStOn ~st induite daus de nombre~lses cellules t'n répoO' à différents facleurs 

tets que le lipopolysuct'hadde bactél'ien (LPS) et 1 ou les cytokinesproiuflummatoires (Nevel 

('tut.1991.~ Stuebr et al •• 1991). aleu tIlle la îNOS ait la possibilité de fixer la calmoduIine. 

son activité est ('aa~ indépendante (Choct tJl.~ 1992 ; Stevens-iruss et Marletta, 1995). 

A rheure nctuelle, aucun ntécattisme pennettant de réguler son activité n'a été mis en 

évidence. Les quantités de NO produites par la iNOS sont extrêmement importantes, de 

I*rm.lre du tIM. pur opposilion aUx NOS {(constitutives» qui libèrent du NO dans des valeurs 

. comprises entre le pM et le l1M (Nathan et Xie. 1994; MarIetta. 1994; Fôrstenllann et al.. 

199$1. Les fortes libérations de NO l>ar les macrophages sont à la base des réponses 

iInmunitnirest tomme il uété déorit ,précédemment. 

cl la NOS endothéliale 

La eNOS il tout d'abord été identifiée au niveau des cellules endothéliales 

~Fürstel1naml et al., 1991 ; Pollock et al., 19(1). De nombreux tissus expriment l:ette enzyme 

(pour revue. Fi,irstel1uann et (~l •• 1(98), et de façon surprenante, quelques cellules neuronales 

localisëes dans rtùppocanlpe (Dinemlamu;'[ al., 1994b) contiennent ce type de NOS. Son 

e!prCSSfOn est. tout comme celle de hl nNOS. constitutive; et son activité est Ca2
+ 1 CaM 

dépendante (Forstenllnnn et lll.~ 1991 ; Pollock ct t1.i.~ 1991). 

La eNOS peut subir différents types de modifications co" et post-traductionnelles 

telles que des myristoylations (B\lSc.oni "t Michel, 199J), des palmitoylations (Robinson et 
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al., 1(95). et desphosphorylaûQl1s (Michel et (t/'1 1993). Ces modifications sont essentielles il 

. son tletivit6. Ln lllyri~toylution de PeNOS est Ulle lllodification co~traductjonnene in·éversible. 

C~e&t~ rénction est catalysée par lu N·myristoyltrnnsférase (Resh, 1994; Casey, 1995) el 

:permet l'njOtlt d'Ulll't-sidu myrlstat.e nu nive an ùe la rartieamino~terminale de l'eNOS~ sur un 

~~i<luGlycinez. Par oppositiol1J la p(ùmitoylatioll de l'eNOSest réversibie et se déroule après 

hl traduction .(Rcsh. 1994). 

Ces den~. modifications sont essentielles au mail1lien subcellulaire de la cNOS au 

niveau des cllveolae (Parton. 1996). Les caveolne sont de petites invaginations de la 

ll1cnlbrane plusmique. riches en cholestérol, intervennnt dnns la ttanscytose et la pinocytose 

tSh:ud et Anderson, 1998). Ces invaginations sont présentes dans toutes les cellules, sauf au 

nivt,~u des nt>-ttrones et des lymphocytes (ShauJ ef Anderson, 1998J. Elles sont constituées de 

proteines de structure de 21 ft 24 KDn, appelées caveoUn (cnv). Ces cav ont un rôle crucial 

dans hl transduction des signaux car elles assurent ln compartimentalisation des molécules 

telles {ltt~ les faetcurs~lectoisstmce et lesrêcepteurs hotîl\Ol1iltlX {ShuUÎ et Paterson, 1998\ 

(Jkamoto ('l al., 199.8). l"a ca\' de t.ype 1 est fortement représentée dans les cellules 

emlothéliales, Au niveau de ces cellules.., la eav-l peut être co-immunoprécipitée avec l'eNOS 

(Ferou(:t al., 1996), ce qlli suggère une intelllction entre ces deux molécules. Elle est 

Ç(Ulstituee de 33 résidus incorporés dans la membrane, entourés par des régions amino et 

carboxyte11l1inales cytoplu1!miques .(Okamoto et al .• 1998), Une partie de la région carboxy 

terminale de i~t env-l peut inter'Jgir avec les domaines oxygénase et réductase de la eNOS 

(Gbosh et dL IfJ98)~ ee quia pOUt effet d'inhiber la synthèse du Nt) (lu et al.. 1997; Mi\':hel 

et al." 1997n$ 1997b; Gareia .. Cardena et al •• 1997; Michel et Feron1 1997). En effet; il y a 

«comr)~titiont) ent1'e la cav .. 1 et la CM1: pour se fixer à la cNOS, et donc pour, respc.!ctive:mcnt. 

J'inhfberou J*uctit:er (Michel et al.. 191i7b). En conditions exrêrimentales~ l'effet inhibiteur 

de la ~av .. l est complètement aboli par le complexe Ca2
f- 1 CaM (Michel f!t al .• 1997a}. 
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Un modèle d~t\ctiwltion <le ta eNOS ~st proposé PUt Feron (1999) : la stimulation d'un 

rêeepteuf pur un ugollLte ent1'l.1111C une .u,ugmentntion du Cal+ intracellulaire. Il va, dès lors. se 

fol1tler un comple~e Cal~ i CaM qui pemlel la dissociation du complexe eNOS / cav* 1. La 

:cNOS se 'retrouVe alol'S trJlnsloquêe 'Vers des sitesintl'ucellulaires (probablement le trùns~Golgi 

oula régiQn pêrinuclêaire)où eUe sera active et synthétisera du NO. La libération de la eNOS 

de la 111cmb:rùne ptusmiquc nécessite également une dépalmitoylation. Le retour à l'état luactif 

de la eNOS~ eJest~{l*dire retour au niveau de la membrane plasmique, esl provoqué par une 

nouvelle interaction cNOS 1 env-l. et par une nouvelle palmitoylation de l'eNDS (Feron et al., 

1998) (FIGURE û). 

Nous noterons également que l'activité de la eNDS est régulée par des 

pl1osfiho:ry11ltiOî1S ayant lieu au niveau du cytoplasme. En fonction du site de phosphorylation 

touchê~ la cNOS peu! être soit inacthle~ soit nctive. Ainsi, la phosphorylation par une PRe de 

InTlnéOl.uue"N" localisée au niveau du domaine de fixation à la CaM (domaine réductase) 

cl1ttnine une diminution de l'actiyit.é NOS (Bredt at al., 1992). Par ailleurs. la phosphorylatioll 

du rêsidu Sét'ine.Ul1 par les kimtses Akt permet <l'nugmenter de façon significative la synthèse 

de N() tom provemmce de la cNOS ; les kinases Akt ne phosphorylent ni la nNOS. ni La iNOS 

(Michellt:t a!.. 1999; Fulton f!t al.. 1995n. 

6) l.es cibles pl'ivilêgiées du NO 

L "actîvütion des enzymes NOS aboutit à la synthèse de NO. Dans les conditions 

tlorrnales. <!''': g~ll diffusible vn rentrer en ctlntaet avec ses deux récepteurs directs: la 

gurulyfate cycttlSe (GC) et ta cyclooxygénase (COX). 
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FIGURE ô. Schéma récapitulatif de r.interaction eNOS 1 cavL Huit étapes sont nécessaires 
il ta constitution d"un cycle d'activation 1 dès. ctivation, à savoir: 1) fixa~jon d'un agoni ste sur 
son récepteur, 2) transduction du signal aboutissant à l!tl mobilisation des stocks 
intracellulaires de Cal+, 3) forme.tion d'un complexe Ca2+ 1 Calmoduline, 4) dissociation du 
complexe eNOS 1 csv .. ) et dépalmitoylation, 5) trans19cation de l'eNOS vers des sites 
mtraceUulaires où elle va subiI des phosphorylations qui vont l'aetivert 6) synthèse de NOt 7) 
retour de reNOS SCY&. une rOTIl1e inacûve grâce à dtautres types de phosphorylatioll, 8) retour 
lia nJembrane, repalnûtoylation et flXatic~ à la csv-l. 



n) Action sur lu guallylale cyclase 

La GC' soluble (Ces) catalyse la transformation de la guanoshle S'-triphosphate (OTP) 

en arvIPe, Celte enzyme. [irêsente dans cle nombreux tissus de mammifères (White et 

Auerbach. 19(9), est impIiquée~ vin le GM.Pc, dane de nombreuseq voies de transduction 

régulant la relux$ltion du muscle squelettique, l'inhibition de t'agrégation plaquettaire et la 

tmnsn~:ssion synapt;llue (Linc.oln et Comwell. 1993 ; Garthwnite et ClL. 1988 ; Walter. 1989). 

Ces effets s'efTectuent par l'intemlédiaire de protéines kinases, de canaux ioniques et de 

pllosphodit·~térnses dont les mécanismes d'action sont dépendants du GMPc (Zagotta et 

Siegelbaum, t 996 ; Lohman'l ct al.~ 1997 ; Degennan et (lI., 1997). 

ta GC's est une enzyme hétérodimérique. constituée de deux sous-unités Il et ~. 

nuxllucHes vient sc greffer un groupement hème (Gnrbers et Lowe, 1994 ; Drewett et Garbers, 

},tJ94}. Les composés chimiques contenant du NO Ol1t été considérés comme des stimuJateurs 

potentiels de la OCs (Murad el al., 1978; Bôhme et al., 1978). Puis. l'«EDRF») ou NO a été 

~dClltitlê comme étant l'élément central de l'activatiol1 de la acs {Palmer ct llI., 1987}. 

La formation d'un complexe entre le fer ccntml du groupement hème et te NO 

provoque une modification conformationnelle de la GCs pcmlettant l'activation de j'enzyme 

(Ignan'O (.01 al., 1986) d'un fàcteur 400 par rapport â SUu activité de base (Harteneck el al., 

1991 ; Tomitu et (JI .• 1997). 

b) Action sur la cyclooxygénase 

L'autre enzyme interagissant avec le NO est la COX. Deux isoformes de l'enzyme ont 

~té répcrtonècs: tul'" '''''le constitutive. appelée COX 1 (De Witt. 1991) et une fonne 

induClible .. COX 2" trouvée all niveau des cellules endothéliales (Maier el al., 1990), des 
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llbroblastes(Raz et al., i 990) et des macrophages traités au LPS et à l'interleukine l bcta (IL

HU {Masferter el (l' • 1992), Tout comme lu GCs, les COX contiennent, au niveau de leur site 

nctil~ un grOul1tmle.nt hème ferreux (de Groot et al., 1975; Kalyannramnan etaI., 1982), ce 

tlui en lbnt des cibles pour le NO. Au début des années 90, Salvemini et al. (1993) démontrent 

que le sodium nitroprusside (SNP)$ uu donneur de NO~ stimule la production de 

prostnghntJincs E.! (PGE:!) J,ar COX l et COX 2 recombinantes. Cet effet stimulateur du NO 

sur Jf.'sCOX n\!st valable {lue pour les concentrations en NO faiblest libérées par les HOS 

constitutives. Pareontre, les concentrations en N() beaucoup plus fOlies, correspondant à du 

NQsynthétisé par la iNOS. sont iuhibitrict:.~ sur la ~OX (Stadler et aL, 1993; Wink et 

Michc14 1998). 

1) T~clllüques de détection du NO 

Quelques techniques sout. à Pheure actuelle, disponibles pour mesurer soit 

iiirectctnt."1lt le NO~ soit la rêsultante de son activité. 

Pour les techniq~les indirectes. les protocoles Sv!lt basés sur les dosages du GMPc 

(Ibrnum't et dl., 1981; Shiknno (,lt al., 19881, résultant de l'activation de la Grs, et par les 

dosages de ta t-CitrulHne (Becker el al., 1990). issue de la transformation de la L-Arg par 1eR 

NOS. Ces techniques. relativement simrIes à mettre uu point, sont peu sensibles, dans le sens 

où eUes r.e rendent compte que d'une activité NOergique, sans mesurer le NO è: .ectement. 

Ces dosages ne tiennent pas compte, par exemple, du fait qut: la GC peut être activée en 

abSCtlCe de NO (Stasch cl al.. 2.001). d~où de nombreuses approximatiCtllS quand à la véritable 

qm.uuitê de NO mesurée. De plus+ elles ne pennettent pas de visualist:f les variations de 

st!trêtion ùu NO en temps réel. Ccrt~\lnes méthodes colorimétriqu1!s. copune celles de Oriess 

,{Pf~lt Cl ul't 1995}. sont ess" sttiellemetlt bas~es sur la mesure des tml>: de nitrites par 



dinzotation: les nitroxides et l'acide sulfaniliquc inleragis!:.ent avec le N-( 1-

nuphty1)elhyJenediamine pour gênérer lm produit détectable par spectrt'photométrie. 

Les dosllges par chimiolumÎnesccncc {Palmer (.!/ al., 1988) utilisent les propriétés 

physic(l-chimiques du NO. En effet. le NO peut interagir avec l'ozone et générer de lu lumière 

(NO + 0,\ -~ NOz" ,. 02 ; NO/ ~ NO;! + !IV). Le ~igllal obteIlu étant amplifié dans ces 

systèmes; les résultats sont églùement approximatifs. 

D'autres techniques très complexes, inadaptées ci l'étude des systèmes de 

nCllrotl'ttnsmissioll dépendants du NO, et donc utilisées moins fréquemment, permettent la 

mesure du NO: c'est le cas de )'EPR (Electron Pnramagnétique Resonance) (Maples et al., 

i 991}. fa chromatogmphie en t'hase gazeuse (Pai et al., 1987) et ln spectrométrie de masse 

(iustttfsson el al .• 1991 ; Palmer ct al.~ 1988). 

l. 'utilisation de microélectrodes pe11m:ltant spécifiquement la mesure du NO, libéré 

ptlr uu tiSSli ou des cellules. fi considérablement aidé ft l'élude du rôle de co gaz (Malinski et 

Tahu .. 1(92). Cette technique ne perturbe pas le , ... Hieu de survie, et pern'ct de mesurer 

directement la sécrétion de NO. en temps réel, sans passer par des molécules intemlédiaÎres. 

Lu description de ce matériel, que nous avons utilisé pour notre étude, ainsi que le pIincir" ~'

dètection, seront développés lIh~rieurement. 

8) Libération de neurotransmetteurs pnr le NO 

tes stinwl11tions de la GCs ct de ln COX par le NO aboutissent donc, respectivement, 

.à In synthèse d~ GMPc ct de PGEz- r.e GMPc va activer les conductances cationiques 

(Fcscnko el al. 1985), ce qui produit la dépolarisation des cellules nerveuses, entraînant la 

libération de neurotransmetteurs. De leur côté, les POE;! pemlettent la mobilisation des stocks 
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intraceUulnircs de Ca~· (Ojeda et N~grovilnr! 1985) et la synthèse d'adénosine mono

phosphate cyclique tAMPc) (Ojeda el al.; 1985), ce qui fàvorise le mécanisme d'exocytose. 

Les études concernant III libération des neurotransmetteurs sous l'influence du NO 

llêccssitettt l'emploi de techniques iu vivo {technique de pllsh~l1utl superfusion, microdialyse} 

ou Ïll vitra (cultures ceHulaires, synnptosomes, coupes de tissus), 

a} Acétylcholine 

Prast et Phillipu (1992) ont montré, à l'aide d'une technique de push-pull perfusion, 

qu'lm donneur de NO, SIN-l (3-morpholinosydnonimtlle), stimulait la libération 

d'tlcétylcholil1c (Ach) au niveau du cerveau moyeu. Cet effet est antngol1.isé par un inhibiteur 

des NOS. le lAl.itroarginine (L·NA). Ces effets stimulateurs du NO sur la sécrétion d'Ach se 

retrouvent également nu niveau du strinb.nn de rat (Prast el al.,1995). Le mécanisme 

d~exocytose de j'Adl en prés.ence de NO est dépendant du GMPc (Prnst et al., 1998). 

h) MOlloamines 

L'application directe de L.Arg. précurseur de la synthèsr du NO, au niveau de l'aire 

preoptique médiane de mt, par microdialyse. stimule la libération de dopamine. Cet effet 

iUSparaîl en présel1~e d'un inhibiteur de NOS, le L-NMMA ou Wi-monométhyl-L-Arginine 

(Lurrain et Hull. 1993 J. Des études comparables ont été entreprises sur des coupes de striatull1 

de rul (Zhu et Luo~ 1992 ; Lenart ct al., 1993), aboutissant à des conclusions similaires. 

D'une façon similair",. les dOllucurs de NO sont capables de stimuler la libération de 

nOf'ldrél1ulîne (Laourt et al., 1992; Satoh el al .. 19968, 1996b) ot! de sérotonine (Lownrt et 

al. .. 199Z) il partir de coupes d'hippocufi1 de rat. 
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Au niveau de 1'APO Uiéùiane (Lorrain el Hull. 1993) el du stdatum de rat (Guevnrav 

(Jutmnn el al., 1(94), la libémtlùll de sérotonine est activée respectivement par la L~Arg et les 

donneurs de NO. Ce) donneurs de NO influencent la libération de sérotonine de façon 

diphusiquc: mt niveau de l'hypothalamus de l'nt, l'application de faibles concentrations en NO 

diminue te relargage de sérotonine, par opposition aux cuncentrations plus él .. wées qui 

stimulent su libération Ptlt un mécilnisme dt'pendant du GMPc (Kaelller el al. 1999). Nous 

pouvons noter id que les concentrations dites <<faibles» atteignent tout de même 500 nM. et 

les itlrtes l ~lM et plus. 

c) Acides mninés 

a) GABA et glutamate 

l,cs travaux in vitro de Gucvara·GuZIl1UIl et al. (1994) ont montré que les donnem's de 

NO (S~mtroso n.L tlcetyl penicillamine ou SNAP, SNP) appliqués SUI' des coupes de striatum 

de rat induisent une libération de GABA et d\:! glutamate par un mécanisme dépendant du 

GMPc. Pur des techniques de push-puU perfusion, Segoria et al. (1994) réussissent à stimuler 

lit lihération de GABA el de glutamate au niveau de l'hippocampe et du striatu111 de rat en 

présence de SIN-l. 

Lt'S libérations du GABA et du gIutUt.ilatè apparaissent être biphasiques: à faibles 

Ctlr.centrntions. 1<: SNAP dùnillue la libération basale de ghtamute dans l'hippocampe 

contrilircmCI11 aux concentrations fortes (Segieth et al., 1995). On retrouve des résultats 

similaires dans lu même région pour la libération du GABA (Getting et al .• 1996). Ces 

résultats hûssent supposer qu'il existerait des sécrétjons de NO qui, en fonction de la quantité 
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libérée et de !;t région cérébrale considérée, pourraient inbiber Oll stimuler la Iib~ratioI1 de 

neurotransmettems. 

li) Taurine 

Le NO Il des effets stimulateurs; au niveau du striutu1U. sur la libération de la taurine 

(Guevura-GuZl11Hl1 (,t al., 19(4). De plus, l'application de donneurs de NO sur des culLmes 

primaires de neurones cortkuux de souris provoque une libération de taurine (Chen et al., 

19%). ce qui démontre l'implkation du NO dans ce système. 

li) Peroxynitriles et libération de neurotransmetteurs 

Bien que génémle1llent néfastes pour les tissus. certains auteurs confèrent aux 

IH::roxYîli1rites un rôle de neurotransmetteurs. En effet. à l'aide de modèles précédemment 

cités (c.ultures cellulaires, ... ). Ohkuma et al, (l995a. 1995b, 19(6) ont démontré que les 

peroxynitl'itcs Sl!mulaient d'ul1~ façoll dose-dépellChmte la libération d'Ach ct de GABA. 

L'effet d\l NO SUI la libération des neurotransmetteurs, ne serait donc pas uniquement médié 

pitr le NO lui~!llême. mrus les peroxynitrites pourraient participer au phénomène. Les 

mécanismes uboutisstmt ù la libération de neurotransmetteurs par les peroxynitrites restent à 

découvrir. 

9) NO et lihérntion de uC1l1'opeptides 

Au tllvca.u hypothalamique. certains auteurs ont constaté l'existence d'une 

eolocttlisation nNOS 1 ocytocine ct nNOS ! vlropressille (Calka et Block, 1993 ; Nylen et al., 
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200!). Le NO, sur ces deux systèmes, est connu pour avoir un effet inhibiteur sur la libération 

de ces peptid\ .En effet, l'injection Le. v. d'inhibitcm's des NOS augmente les taux 

d'ocytocine plasmatique (Summy .. Long et (JI., 1(93); alors que les dOID1CUl'S de NO font 

c!mtcr la sécrêtioh de vasopressine (Yusin el al.\ 1993 ; Summy~Long et al., 1993). 

Bo1lt\vem l't cli. (1996) o11t démontre ('influence du NO dans le contrôle de la 

liMrlltion du NPY in vitro. L 'qjout de L .. Arg dc.ns le milieu ùe survie contenant un fragment 

ù' APO entmine une augmentation de la sécr;tion de NPY. In vivo, l'effet stimulateur du NO 

sur la libération de la GnRH (voir Introduction, U, Chapitre J 1) est aboli par l'injection i.c.v. 

ù'otlgonucleotides antisens du NPY. ce qui laisse supposer une voie de communication NO 

- NI'Y -1' GnRH. 

l.e NO intervient aussi dans la régulation de la libéllltion de la CRH. Les effets de 

donneurs de NO. comme le SNP. sur la sécrétIOn de CRH par des fragments d'hypothalamus 

(contcmmt les corps ccHuIllires et les terminaisons nerveuses des neurones à CRH) ne sont pas 

ChlitS. Castu ei ni. (1993) ont montré que l'~ùout de donneurs de NO ou de L-Arg sur ces 

fragments ne perlurhc pas la libération basale de CRH. Dans des conditions expérimentales 

similaires. Karnnth et al. (1993) et Raber et al. (t 995) montrent que des fi-agmcJ1ts 

d'hypothalamus libèrent du ClU-l en réponse au SNP après 20 à 30 minutes. Le rôle du NO 

dans le système fI CRH est renibrcé par les travaux de Prevot et al. (1998b), qui montrent que 

des fragments d'EM contenant des tenninaisons nerveuses des neurones â CRH, libèrent du 

NO en réponse ,\ la morphine, susceptibles d'induire une libération de CRH. Ces effets 

stimulateurs du NO sur la libération de la CRH sont également observés par Lee et al. 

(l999): l'injection Le.v. d'un donneur de NO augmente la concentration plasmatique 

ù'AfTH. ct cet efl~t est aboli par des anticorps nnti-CRH. 
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lO} SUinuhltion de la libêrl~tion de NO pllr les neUtofl'nnsmettcurs, neuropeptides 

En plus d'une voie de con111iUllicatÎon NO -+ Neurotransmetteurs 1 Neuropeptides. il 

'!!xist~ ltHe voie inverse Neurotransmetteurs j Neuropeptides -+ NO. 

Dans ce sens. PÎuteructiOll Glul1\nlUte 1 NO 1 GMPc est actuellement l'une des voie les 

plus étudiée, Elle esl essentielle HU phénomène de plasticité synaptique nécessaire à 

l'apprentissage et II hl mémoire, comme la potentialisation à long terme (L TP) (pour revue, 

Haley et Sdmmnn. 1994), Schématiquement, ces processus se caractérisent par l'activation de 

récepteurs NMDA au niveau de la membrane post-synaptique de neurones exprimant la 

n'NOS. Ceci fi pour cflèt d'nugmcllter la concentration en Cuh intracellulaire dans le.; 

neUl'ones post-synnptiques. ce qui va stimuler la synthèse et la libération de NO. Ce NO peut 

alors ugir en retour sur .les neurones prêsynaptiques glutrunatergiques, et vu stimuler la GCs : 

le taux de OM?c va alors augmenter et fiworiset' les cascudes de transduction de signaux 

nécessnires ~î la libération du glutmnute. Le système vu. dès lors, fonctionner en boucle: 

GIutnmute - NO -+ GIutanutte (FIGURE 7). 

('on5010 1.'1 al. (1998) ont trouvé que les taux de GMPc libérés dans le milieu 

QxtmcellulaÎre au niveau de l'hippocampe peuvent être significativement altgmentés par la 

gutunine. Cet effet est bien spécifique de la galanine. car il est totalement aboli par 

l'mltagonistc spécifique des récepteurs galaninergiques. à savoir le M40 (Bartfai et al., 1993). 

Le t .. NA.l\1E Uli.,1itr<H.~~lrginine methyl ester, inhibiteur des NOS}, 1'0DQ (111-(1,2,4)

oxodiaz 10 {4.3~a} quinoxalin-l .. one" inhibiteur de la GC). et le NfK801 (antagoniste du 

récepteur NMDA) sont également capables de faire dispamître ces effets: j'effet stimulateur 

de la galanino sur le NO pourrait p~lsser via Je récepteur NMDA. 

D'après li;.'S travaux de Yokko el al. (1987), le NPY est capable d'inhib.::r la libération 

de NA au niveau de coupes hypothalamiques. Cette action inhibitrice du NPY sur la NA 
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FIGURE 7. Représentation schématique de la voie Glutamate 1 Récepteur NMDA 1 NO 
mise et! place notamment dans le phénomène de potentialisation à long tenne. La libération 
deglutrunate au niveau d~une synapse glutamatergique entraîne une activation du récepteur 
NMDA, provoquant l'entrée de Ca2+ au niveau de neurones présynaptiques exprimant la 
liNOS. L 'lactivation de la nNOS provoque Une synthèse et une libération de NO aboutissant 
à la stimulation de la guanylate cyclase soluble (GCs) au niveau des neurones 
p~$ynaptiques. Le GMPc ainsi fonnê va stimuler la libération de glutamate. Le système va 
dès lors fonctionner en boucle. 



passcnÙl pur le NO (Bitran et al., 1(99) puisque: l) le NPY serait cnpable d'entraîner une 

Hbémticm de NO ; 2) l'effr.t inhibiteur du NPY est aboli en présence d'un inhibiteur de NOS, 

le t .. NMMA. L 'nctiOJl stitlll.dnlrice du NPY sur la Iibémtioll de NO se retrouve égalemcnt au 

nivctltt dGS urtères cérébmlcs de t'at : l'endothélium des vaisseaux possède les réceptcurs Yl et 

Y2 au NPY. et leurs activations aboutissent à une libération de NO nécessaire fi. la 

Vllsodilntntion (VOll el CIl,. 2001). 

L 'tlctivntioll des NOS pur la NA fi été essentiellement démontrée au niveau 

llypt')\halmnique. Cantcl'Os et al. (1996) ont constaté que l'incubation d'cxplants 

trhypoUltllrunus médiobasal en présence de NA augmente l'activité NOS, dosée par 

conversion de [14C1L-Arg en r'4CJCitnllline. Cet effet est bien spécifique de la NA car il est 

antagorüsé par la prnzosÎlle qui bloque les récepteurs Il l·adrénergiques. Il semblerait qu'un tel 

pbé'11mllènc se retrouve aU llivenu de t'artère thoracique: ln NA pourrait stimuler lu libération 

de NO via dos récepteurs CI: { et a2 localisés utl Iliveau des cellules endothéliales (Chen et al 

19(4). 

11) NO et système il GnRH 

a) nNOS et GnRH 

L'activité sécrétoire des neurones ù GnRH semble être étroitement liée à l'activité 

NOS. et de nombreuses études ill vivo et in vitro ont démontré l'Üllpliculion du NO dans le 

contrôle de h~ sécrétion de la GnRH (Rettori et al, 1993, 19(4). 

Dans le eerveau du rut, ln grande majorité des cellules neuronales exprimant la nNOS 

sont locnlisêes dans l'hypothalamus (Bredt el al.. 1991 i Schuman et Madison, 19(4), en 

particulier dans l'APO, au niveau de laquelle ces cellules entoure!;" ~:s corps celluhmes des 
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neurones il tlnRH (Berbison et al. t 1996). Le contrôle de l'activité des neurones à GnRH par 

le NO tleut s'effectuer ~ 1) nu niveau de leuts corps cellulaires localisés dans l'APO, et 2) au 

niveau des tel111illllÎsons neuroendocrines dnns l'EM, 

Au niveau de ItAPO médiunc. Pu ct al, (1996) ont pu mesurer les taux de GMPc 

cxtrm~oHulaire par microdialyse. La mesure de cette sécrétion de GMPc dans une région bien 

précise du cc~oatl est un index de la sécrétion bas.nle ou provoquée de NO. Cette étude, 

réalisée chez des rats mûles et femelles. a permis de dél110ntrer J'existence d'une sécrétion de 

NO 1 GMPc stéruïùo·dépendllnte. Le tôle du NO à ce niveau reste inconnu. Pu el al. (1996) 

SU1)pOsent. que ce NO va activer ,ttautres systèmes neuronaux intervenant dans le contrôle de 

t'm:thritê des neurones il GnRH. CODlme etest le cas du NPY. Seule une étude récente de 

Kohsnku et ciL (l ~,;}9) utilisant la technique de push~puH perfusion a montré que la L-Arg 

emroitll.Ût une augmeuttttion des libérations de GMPc et de anRE au niveau de P APO 

Ulêdi~tn\; •. D'un point de vue génomique. un tmvuil de Belsham el al. (1996), réalisé sur des 

lignées cellulaires hypothalamiques GT 1 t semble indiquer que le NO pourrnit réprimer la 

transcription du gène de la GnRH. 

Au niveau de l'EM, l'immunoréactivîté pour la uNOS est détectée au niveau de ln 

101le interne (Herbison et al., 1996; Ymnada et al .• 1996), par opposition aux tennÎnaisol1s à 

GnRH qui se projettent au niveau de la zone externe. Concernant l'identité des populations 

cellulaires qui expriment lu nNOS ft ce niveau, deux études se contredisent: la première 

l1'implique que les cellules nem'Ollules (HerhisOll el al., 1996), la seconde démontre 

r~xistcnce de neurones et de ceHules gliales nNOS .immunoréactivcs (Kawakami el al .• 

1998b). 

42 



b) Inunllnoréuctivité eNOS 

Pnr opposition il la llNQS~ l~h1Tnumoréactivitt. )llr l'cNOS fi été détectée nu niveau 

<les ceJhtlcs endothéliales des cupillaire-a portes hypophysaires localisés dans la zone externe 

de rEM. à proximité des terminaisons ncuroendocrines (prevot et al., 2000b) (li'IGURE 8). 

cl NO et libémtion de la GnRH au niveau de ,'EM 

De nombreuses études ont mis en évidence l'importnnce du rôle du NO dans le 

c4.1ntrôlc de ln sécrétion de la GnRH dans l'HM. Les auteurs ont tout d'abord cherché à 

bltltlUer In synthèse de NO dans des conditions ill vivo ct in vitra: ainsi, l'injection Le.v. 

lrinhibiteurs des NOS empêche la sécrétion basale de GnRH 1 LH chez le rat mâle (Retto ri et 

tû.+ 1992), nmis également lu survenue du pic préovulatoire de GnRH 1 LH chez des rates ovx 

et supptémentêes en œstradiol et progestérone (Bonavera et al., 1993,1994). En outre, 

l'iultlSion dc 1, .. Ar8 au niveau de la région EM~noyau arqué de rat stimule la libération de 

GMPc, accompagnée d'une augmentation de la libération de ln GnRH. L'imp011ance du NO 

dans ce système est renforcée par les travaux d· Aguan (ft cil. (1996). En effet, les Le. v. 

ù'oUgonucléoth.les tlntî~sens NOS. qui vont bloquer la traduction des ARNm codant pour les 

NOS. utténucnt le pic prêovulatoire de GnRH 1 LH induit chez des rutes ovx supplémentées 

cn œstradiol et progestérone. 

Comme nous l'avons vu précédemment; le NO va activer ln oes et la COX présentes 

dans les terminaisons tlCl'Veuses des neurones il GllRH. ce qui aboutit à une synthèse de 

GMPc et de PGE,!, entmînnnt ainsi .la libél'ution de la GnRH dans les capillaires du système 

porte. 

43 



FIGURE 8. A. Photographie d.'une coupe frontale d'EM de • dt. La GnRH est 
détectée par immunofluorescence et se retrouve au niveau de la zone externe de l'EM. 
B.Pholograpble dtune coupe frontale d1EM de rat montrant f'irnmunoréactivité eNOS 
dans les vaisseaux portes nu niveau de ln zone externe (d'après Prevot et al., 2000). 
MB~ éminence médiane~ AN: noyau arqué" 3V: 3bne ventricule. Agrnndissement x200. 



d) NO et cellules 01'1 

LR lignée telluhûte ltlltl1.ortalisée GT1 cxpl'ilnc, contrairement aux nourones à GnRH 

(ürOfiSl1l1l1l. 1 994 ~ Herbisoll et a/. j 1996), les ARNm et les protéines codant pour les trois 

types de NOS (Mahnchoklcrhvuttllnu ct al., J 994; Lapez el ai., 1(97). Par ~lilleurs. pour ces 

cenules. l'activité NO est cruciale il ln genèse de la sécréliol1 pulsatile de GnRH (Lopez et al., 

1(97). 

12) Lîl>éJ'ntion du NO au niveau de l'KM: origines possibles 

Ctltll111C le NO est apparemment un élément crucial au bon déroulemunt de la séct~tian 

in vitI'(} et ill vivo de ln GnRH et que les explunts dtEM sont capables de libérer la GnRH 

Sél(lll un mode ptJ1sntile {RUsmtlsse.o, 19(3), l'origine in vivo du NO au niveau de l'EM resre à 

détenniner. 

Lu iNOS Il'ét~mt présente qu'au niveau de tissus lésés ou que chez des animaux âgés 

tVct1let el al., 1(98). le NO impliqué d(ll1s ln libération de ln GnRH dans l'EM pourrait avoir 

deux origines; neul'ol1ule et 1 ou endothéUaJe. 

al Origine neuronale 

L 'hypothèse d'une origine neuronale du NO impHqué dans la libération de la Gn.RH 

est nvuncèe essentiellement par le groupe de MeCunn. Dès les années 801 leurs travaux ~mt 

perm.is de montrer toute une cascade d'événements (Introduction, l, Chapitre 5) partant de 

\""lctivation de rét."Cpteurs adrénergiques de type al par la NA et par la production de PGE!. 
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aboutissant li une lihéî'ution de GnRH par un mécanisll1e AMPc dépendant (Ojedn et al., 1979, 

1986 ~ Negro Vilar el al .• 1986). L'action stimulatrice de ln NA sur la synthèse de POBa fuit 

intervenir des Îllt.emellrones NOergiquos : el1 efTet~ le t~NMMA bloque la libération de POE:! 

NAwdèpendante (Rettori el al., 19(2), En résumé. l'acttV1\tÎOll de récepteurs al provoquerait 

une l-enetion ell cascade : ~tUgmentntion de la concentration en Ct?!- intracellulaire, stimulation 

de ta nNOS, synthèse de NO. activation de la COX et de la Gf's dans les neurones ft GnRH, 

Hbèr't\tiofl de GnRH. 

Le NO. dont 111 synthèse a été stimulée par ta NA, va également inhiber la sécrétion de 

GnRH. Le NO est capable de provoquer une libération de GABA. qui va inhiber la libération 

de GnRH (Seilicovich et al., 1995). II se met alors en plnco une véritable boucle de régulation. 

({VCC le NO cn position central: les di.fférents éléments neuromodulateurs (NA, GABA, p

endorphine. ghlhmmte. gnlanine) vont pouvoir interagir entl'C eux et / ou avec les neurones 

NOergiques potu' moduler ln libération de la GnRH (FIGURE 9). 

b} Origine endothéliale 

Certains arguments sont en faveur d'un rôle important de l"JNOS dans le contrôle de 

la s(-crêtion de GuRli. 

En cm't, les itl1cctiOl1S Le.v. d'oligonucleotides antisens de la cNOS sont plllS efficaces 

que les oligonucléotides antigans de la nNOS pour el11pê~her la survellue du pic préovuJatoire 

de GnRU / LH induit chez les mtes ovx supplémentées en œstradiol et progestérone (Aguan el 

ul., }fl(0). Une étude réalisée au laboratoire (Prevot ct aJ., 1999b) a montré que des fragments 

d'EM de mts mâles maintenus en survie, libèrent rapidement du NO en réponse à l'apport 

cxogênc dcI1-!J œstradiol. Ce NO stimule en reto'If la Iibémtion de GnRtI dans le milieu de 

survi.c. ('e processus, uJltngonisé par le tamoxifene, est médié par des récepteurs spécifiques 
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besdifféreotsréçepteucs: 
('tl récepteur afpha noradréhergique 
/.i: récepteur mu QUX opiordes 
NMDA"R1: récepteur' au glutamate 
KA2~ récepteur au glutamate type kalnate 
Yl: récepteur au NPY 

--......._--------'-" NO / =------- 'l' 

FIGURE 9. Représentation schéma.tique des internctiQDS entre les neurones à GriRH et les 
différents fncteurs dtorlgine neuronale à savoir: le monoxyde d'azote (NO)t la noradrénaline 
(NA); le n~uropeptidè Y (NPY), le glutamate, l'aeide y~tuninobutyrique (GABA), la galanine et 
la ~-endotphine. Dans IJE~ les enzymes clés de la synthèae du NO ont deux origines: une 
neuronale QU Nitrlc ~de Synthase n~urona1e (\'\NOS), l'autre endothéliale ou cNOS. Alors que 
lestêlaUons entre la nNOS et d'autrês éléments neU:rOuauxsont très complexes et très étudiées, la 
part de la eNOS dans le contrôle des neurosécrétions est tutalement inconnue. 



UUl1.;~ œstmdiot Ce travail a ègnlemel1t été l'Ull des premiers à montrer l'existence (Pune 

uèlion lhe111hl'Ulluire de l'œstrndiol datls l'EM. De plus, cet effet de l'œstrudiol est diminué en 

$,résence de t~NIO (L .. rI .. ( l .. itninoethyl)OlniUline) ft 5.10·'M (concentration efficace pour 

inhiber 11t6fërcnUeUement l'eNOS. R~es et al.~ 1990}. 1t eu résulte alors une hypothèse: 

l*cllômhèUl,l1n };mumrlt nvoir lllle illfluence consÎdérable dans lu. libération de neurohormones 

vin la synthêse de NO (FIGURE 9). 

n'une thÇûll gén''l'ule. l'importance de l'eNOS dans la physiologje de la reproduction 

est renforcée pur los travaux de Jablonku .. Shariff et al. (1999). Ainsi, les souris knock+out 

(KO) p\1ur le gène de l'cNOS présentent des perturbations de leur cycle œstral: le diœstf1.1S et 

Itœs:trus sont augmentés. et le cycle dure alors 6 ft 7 jours nu lieu de 4. En plus de ces troubles. 

ces nninul'ux présentent une morphologie ovarienne Il11Olmale, un taux d'ovulation plus bas 

que les animaux de type sauvage. ainsi qu~tlne stéroYdogenèse élevée. 
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1111 ObJl!cti.f~ de hl thès" 

Ci; tl'tIVuil bibUogmphique démontre [timportnnce du NO dans la libération de la 

CinRH, iUl llive~lll de l'EM. Cepelldum, nous constatons que les l'ésultuts restent très 

trugIuentaltcs et souvent c()utrndictoires. 11 n'est d'ailleurs pas exclu que les deux types de 

1\ JSconstituttvcs soient iU1pliquês~ probablement dans des proportions ~ ifférruleS. 

Par nilleurs. il est actueUenlent impossible de comprendre l'importance physiologique 

du, NO sécrété par l'El\t car la majorité des résultnts ont été obtenus dans des cOl1ditions 

e~l1.érimenlllles. 

Cmllllte I~nu de ces interrogations, nos objectifs essentiels ont été de donner des 

èléments 110uvenux Sllr l'origine du NO intervenant dans la régulation de la sécrétion de la 

GnRH 'par PEM et de rechercher si ee NO était véritablement impliqué au cours du cycle 

testl'ut. et mmlIllment nu moment du pic préovulatoire. 
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OBJECTIFS 



,1 J Etudier lelnode de sécrétioll du NO au niveau de l'EM 

1) Déterminer si a) des EM de rates maintenues en survie libèrent 
spontanément du NO, b) si la libératian de MO varie au cours du cycle 
œstnll et c} apprécier son hnpIicntiOt1 sur la sécrétion de la GnRH 

2) Etudier Pinfl.uence des stéroïdes sur le système NO 1 GnRH 

1) Déterminer l'origine du NO mesuré 

111 Etudier les vatÎntions de la eNOS dans PEM au cours du cycle 
œsU'nl et vérifier Pinlluence des stéroïdes sur l'expression de 
PalltYll1C 

1) Etude par RT .. PCR et Western Blot de !'eNOS 

2) Emde par Western Blot des variations de la cav-} 

III 1 llnplicatloll des neuropeptides de PElVl sur la libération 
spontanée de NO 

1) Implication des récepteurs Yi et Y2 au NPY dans la sécrétion 
spontanée de NO : conséquences sut la libération de la OnRI:l. 

21 Influence de ln galanine sur la libération de NO : conséquences sur la 
libération de la auRa 
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RESULTATS 



RESULTATS 

1 1 Etude du nlode de s~~~rétion du NO au niveau de l'EM: 

Implicutioll sur la sécrétion de la GnRH, rôle des stéroïdes, 

origine du NO mesuré 

L"imporlnnce du NO dm.ls lecolltrôte de la sécrétion de la GnRH aU1l1venu dl,'ll'EM 

~st parthitement établi (ReUorl et 41., 1993, 1994). Concemant l'origine de ce NO. 

l"bllpticuticm de la NOS neuronale dans lit régulation dnsystèl11c il GnRH fi été avancée 

prééêdcctllllumt par l~êquipe de McCatm{voir Introduction. lIi Chapitre 12). Inversement. le 

t'ôle llossible de la NOS d'origitlc endothéliale d~Ul$le fOl~ctiO.r1Uement de ce système n'avait 

. ~lltlt's Ilas été ~twisagé, CCl:1cndantt il existe une imtl1unorêf\clivit6 pour la eNOS très 

iltll'U:rtO.tltc au nivenu de la zone exteme de reM (Prevot et al •• 2000b), région où se situent la 

gnttlde .mnjOlité des terminaisons nerveuses des neurones il GnRH. 

Une étude au laboratoire (Prevot el al., 1999b) a pemlis de ;!':'.uùlltrer que des 

thlgmCtlts d'EM de mts milles maintenus en survie Iibéî'clicllt du NO en réponse il l'apport 

exogène de 11p~reslrndiol dans le milieu. Cette sécrétion de NO se ferait via Pnctivation de 

récepteurs membralluires il l'œstradiollocalisésâ la surface des cellules endothéliales des 

capHhtires du système porte hypothalruno-hypophysaire. n s'est alors posé hl question de 

s~tvoir si rCI1dothéliUll1 pouvait jouer un rôle dans les conditions «Ùortl1Ulesn. physiologiques, 

tlue l'on peut observer au cours du cycle œstntf. 
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Compte tenu de ces données, le premier oh ... eçtir de ce travail de thèse n été d'étudier la 

libéroHoll (tu NO au niveau d~ l'EM. C~ tl'avait s' f!rt :!ércmlé en trois temps !. 

1) Nou:a ltvuns essayé de ~ul\'Qit ~\i ;!,~s frtlgtl1ents d'~M- d~ rates l11uintelll.ls ell 

!l!Xfe)ir,éYl\içnt S~lolltat;lènlel,1t i~lt NO. sans nJQUt<l~.!~lb~t~ll~es. et dOllOdttllS des conditions 

(lroches de la pllysiologique. Cette étude h èt6 elltreprise SlIr des EM de rates cyclées et 

sat:rifiéc:; ft (hffcl'ents j,mIS et heUrè'i du cycle tl!stral~ correspondant aux différentes étapes 

d~h111}rê!;\natioll hornlOuruc. Lesttninltltl..'I:. présentant desllnomalies au nivea-u de I.our cycle 

œstral ou nu nive'1U de leurs taux en stéroïdes gOl1~diq\les crrculants 011t été écartées de 

r~tucIe. L ~utiljsntion de sondes rullpêrol11étriqu~ détectant spécifiquement le NO (Malinski et 

Tuha. t 9t)11 mlt}Su pennis \le tl1èSltrer directenlent les taux de 1\lO sécrétés par les EM 

plongées dans h~ milieu de survie. C~S sondes sout couslituées! 1) d'une membrane en Nafton 

11U1111éublo utùquement 'lU gat~ et 2) d'une fine' cml(:he deporpbyrines polymérisées au nÎveau 

d\. laquelle le NO ser(loxytlé. I..a Iiactkm d"!)xydoréduction. qui seprodurt au niveau de 

l'èlectrode en presence du NO, va créer 1.1tlCOtlt'dut électriqu.e, directement proportionnel il la 

concentration cn NO. Cecolttnlltsera transform6 eu sig11at, visualist} Stl! ordinateur et 

enregistré en temps réel. Cette t~ttniquc est rune des seules peonettnnt de mesurer 

{Hreetemcllt ce gaz. sans passer par des molécules illtCl1\lédiaires résultant dttme activité 

NQergique. Les pics de NO obtenus sont trullsfêrés ùans différents logiciels d'analyse 

(Uu018. Sigma Plot) pour obtenir leur::; prinCipales cantctéristiques. à savoir: amplitude 

tmndmale. dtu:êe. aire, p.ériode entre deux pies. Après une période d'incubation de 30 minutes 

~Or!eSllOnd'l1lt uu t~n1yS d'adaptation de ln sonde~ les mesures ampéromêtriqucs sont réalisées 

pendant 2 heures. l'outes les 30 minutes. le milien est préJ<;ivéet remplacé par du milieu frais 

en. VUe de doser la Ql'iRH par dosages raûioimmunologiqucs (RIA). 
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2) Ensuite. t\un. de. vêrifier r'hpQortnnce <les stêtoïdesdans le systèule NO / 

S!l@~ des t'~ltes ont été ovuriectomisées (ovx), ovx supplémentées el1 11~"œstradiol seule, et 

u\'x supfllêmentécsen œstradlôle.t Ijt'ogestêrone. Lcsvrotoeoles expêrimenltttlx utilisés ici 

s!;)rttsjllù.J~ürQ.s il em.tR de13onnvcrt\ L!tal.(1993). 

3l·E:tfin. pour vérmet l'éventuelle participation de l'endothélium dans le 

c(lutrôle "le lasèc.rétiQI1 spontunée de N:O~ rtollStiVOnS utilisé le L-NfO. Î11hibiteur préférentiel 

~le ltteNOS ft 5.Hr?M i dru.'ls les conditions maximales de mesures de NO 1 Gl1RH, 

Ces tr~rvuux sont présentés dans le premier articiepnru dalt" Elu/ocrin%gy (2001. 
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U!i6;~: mld eEUi; IhL'lslflu ufPsyrhiatry (G.lJ.SJ. HIl:rtJttl'tl Medical SclwtJt, l1ndham and t",'olnens 
Haspitul.1Ji)slttn, M~~llrJlU:$Ct!.'{ 011115 

AUS'l'Jt\C'K' 
l1w iO~'!lI"'e11lt'n\ nf tntnc(lltli!" I.NO~t.!t' u. g~('i)W> nllu:mtrarulllit· 

wr, tU tIlt· hYLmtflll:l,lillJ~ Wlltrot or pîtllilnrj' LU $il!i.'tet!\1tl hm! m>f!n 
(Tctllomttôu:.u. NO. Il; u dillu!îlblr siGtllÛlng (iM. htlS 11\1) nbiltty m 
1l1ntftll p,mt s)'Mhrf.!Jl1Z6 tfw IKtill1ty of tl:w 111llsbooru)g (CUl!' NO b 
~'eti.;U?J~IHi\!.: 1Ul.'di;m emilll!11fM~œl. t1\l.1<:limUlmH~rntitllttf()n field 
flÏi:'Uw nuWt~l1(l:ptlUlntî1lpj(' tleUftllU!. UI1Ù,,).' thc{\tinl\lmtiM Qf!l!:fJel' 
l\,lltl'llli~$\.i.b5t;m~~. A~ tbt' ME. NO SUml,dlltl.'J1 GnNllfiflt:!;1l1(l frtUll 
liI1Ul'UI.'fll!;ttl.'tflï0 k'fSXtlllà1s, TI;a> lifn$lJnt aMltllll \1ItlNI tllllll1îttù(m\ tu 
t1\'tt'1i{tful~) \8D.!1tlllil" Na iUCCît'tnd l!punro:lloously (.l'mu MS fr!igmenll! 
"A1<'Hl' und ~;lîh~~Ultr \ts Sl~tti!tilln iS {'I.lfwla!1:d fA) {~lInf[ rcll!3!io. Tu 

l'laIe mil! \l.'\ltt' Iulkldut dilfi!l'l:m till1(1 pll.iUtil (lfthu 
t'<itroU!ï cydl.'c 'nl() IIJlilntallt'lIU! NO f(!111il!îl! WIi'! 

û,!:lmt~red m rc.al ~tmt". witll ~n ~lllpr;llImiltril.' ptt/bit. durmlt 'i PlltiadS 
~jr~{tmlnj frr;lttmdÎ\'td\tLlll\'tEfm~II;\l:t\J.sfr(Jf'I)(lcll time (lQint. 'Il "" 10, 
Ur.'fnl ii'Vf"l!> \'fi'tIHI'IM!\tlI® ln 1l"11l1111l f(lr~tth InCllb,1ÛJlfl'pt.ll'iU4 by 
î~tA .. , 'tht'~ulUI'I)""t!:.\1c~U;hâtNOWîli!l1!liiilW.\d inli îl\ltUtl1(jIi\~tJl1~t 
froril [<'lTh1!{! ~ fulgmllnlSlUlil', ttftümbiguously. that the IillIplitudll' 
(if 'NO ~t;ndtmt VÜIJ~ Ullltklldty "CftlS3 tho (;lltn'lUS cytlc. lmt~d. 
U!\)ug!:l. tht\ NU put~\,; \wrl~ tall '!; 1. tUtu, n ,~ 3&) tll1d (lul'\l.tlmH1Iit t: 
2ll'1m, n';' :!{~jdid t1Q~ 'HU')' sigmfie::mtly lia usa tf:;", ~h'0l$1:J4!1?lh\.' 

N• . · fmK~ OXIOl! (NOi *$ .1 giUtltms &ignal "llOTt'!Ule 1f1.1t 
.• '. ~'X(·l.'ts multi}11fJ physmlogkùt und pathologieall1ctiOllS 
111" f,'.u'ii'ty !Jf tt."'iU~ Ut, it1dtlùlng th\! tlf~itl(2l tndiX'd, NO 
ma}l.,~'ti ~ Il tu'U1\)1:l'.1n5ll\1Ui!t lnllt sîmply dtffu..~s lmtu Mtve 
~l,*lruniiIs Ut"(ln îb> rewa!>e(:1}}. NO fonned hi' oxidntioll of 
L-.u'gitlim' \0 t~ittumnl! l~ syr.lhesiWlt'ithl>r bl' rotiStiMi\'l" 
K(511)îÎl(l;St'S tNt1S), n~nlt"lt.type NOS l (tlNœ}.af\d~ 
Utc%l14VP\' NClSut (eN($) I\t' b)' the illdUClole NOS n (îl\'Œ) 
{4l t:1,ilstiluttt't' NOS 41tl' regulatl!'l.i oy î:aki\Ull (Cal +) and 
:It~lm()dt!lm{S.,(lJ.whrlt'.15iNtJStbîndlngl.'almudtilintightly,is 
OOfri"h'1l1"ti,~.u~\~tl~· t1JH· Furtllcnnnre, lNQSt.1n ~l.nduœd 
in llmC1\'Philb,f:S .. mit lllilUy othcr cclIs with baçteriàlllpopo!y. 
sl{l'haridl"Hmdi~'f ~t(\ldi1l'$ ~tj. lO} 

1~t1.~) ;cd !:iil'l!l'lllbf't :t. !!lt)!) 
t'\ù,fn:.o;s i~n u;rt~'~l1\ln,ll."fl<,(, ~rni m:t1R'M" fur wprlnts t(lt Vinc1!nr 

l'R1.I\I.l.if!:ji:lrl'l tt'~~:~>Il,lll'nm.:l!t' RI.~;çJnh '\1\h,riliri!)1:flfll\('~lth S;:I' 
\1\W\rl.1.\\U~n\i, 'iit\';N,'tthw.'7>t \l'I3thA""tlUI;, &'illlt::l'Iotl,Oregl1ll'}7i\Q() 
r <11l,1i1 t m,,·ütpi!'I,111~u ... "tI\l 

.. nîJ.~ ""l1f'" \\,,\1< IItli'i'orll'l.i by DA (Jr.tnl tJ!lOïO ,mil NIH Fogilrty 
GrJ!\t tNI 'll\lN~ ,hl GUS). the ll.IUH'f1iit\' {lf UJle Il. l:hdl1Of.R n,t1f~" 
,'\nu(I'&,ro.llu:tt~.Mn cw.\<;l1xM, the C"\ltr~ f{1)!;pltruil:t' Rt~~nal ct !JIll
\'(,b>tMitN\n,~UA', ;11\& tilt' Rr.~nn l"\m{,l"'l'i..f.':.a!itJ!$. 

nmp}ltw.!1,'l ôFthill aCl:telilin polse VFM lIi!ltlificllntly higber on 
lli'O(lli\ms (Pro; a!i :!: 80M, n '" 2.1}), wtnparcd wlth diegitul;U6:t: 1 
n}.!, Il '" .In Ur !1!1trus (~ t il nM. Il '" 8. P <;, 0.05t The GnlU'î le\o1!ta 
in lhl.\ Ùiçuùntl(lI\: m\'tliulll weI'!) VOlliUvcly ~orrell\t~d te ~O ~çrctiQn 
U(1mSllth\)',tl$tmUSeyclil Ir '" O,8S, P ",' 0,003. n '" 9l, CQlltlrroitJ g Umt 
NO àiId GtillllfÇl11;:tS:~\ are cou!ù!!d, l;'urth\lrmnre, 6 x 10 i :ld trN"· 
ll·iminQIlUlylll)'f:(lÎlhinll (L-NIOi. Q NO syntbll!i\) inltiùiwl\ aUCI.:Ileded 
inl '. sttQng NO·GuRH lIecretnry eoUf'UIll:f and Gnitfl 

Di1(ll.tllm nt tblll WIlI,'Clltmtwn, L·NIO llCllcwvllly in
lxibU!>tin;:!QUleli..-ùNO.ll)''nth!l$ti, Ole l'\!811!t!l furtbClt df!monstmtll tJ,a~ 
tht\cml'l1at $ltureo orNa itlV~lved ln (juRH rele::lllU at tbe Ml!: Ül lin· 
daLo(!!iqJ in brigin . .i\d,litionllll,t, tbC!inrluçl;illtlof tl1l111S1!i@NO/GtI1Ut 
;\'t'hin1!1if jl1ltMàyl)vitti~llûzed l'nt tl'lllded with I.'âtrudlallwuw:lt!l 
51fllllgly 511iig,\~tcd thllt cst,rodioJ il'! pnrtlcl')l)Un!t in Illé ttimttIatiol1 
<lŒO flîll!l11î" ttdi\'jty ootWllcn <li.Cfltrns II llnd Pro, 'l'he present s~u.dy 
'istbêûl1ltdènlOOlltftltÎngthn\l\1Rmn epuntllnooUlllyrèll3ll$O NO and 
Uint N'O't! tbyUlm of ill.ll:rotion ;;aritlii lllnrltl!d1y IItrlla.!!: the êstfllU!l 
\lJclê. 'rhîs: pUl$l.ilc!qcllo ME NO roléti..e IllG! constitute t!Jo syù· 

Unk tli l1l'h1tnlUll:nlly ~ct\ttcft'tl GnRH nourons, Œndècri
.. 2~.s.·;~1l51). 201m 

NO basbel!n bnplkM~d in reproductive functions and 
behaviorlil, indudlng I.wulation, uocytl! meJotic matur.ltiQu 
(111, l'I'îtradlo1 {JZa}'!.iy1t{hc~is (2), klrdosÎS, tUld penil cr erl!c~ 
tlon U3}. NO nlso pùrtidp.1tt~S in the control of enfUVtH 
~leasfl by morJu1.1ting GnRf-i neurons activity nt thÉ' hypo
thal .. ,nms (l4-17), At the preoptk area. the close anatomicaI 
mt(!tl'illût\ort pelWeen nNQS.inununorei'u:tive cens nnd the 
GnRH petlkury,1 (18) supports the sperulatloll of NO con· 
tml!wg Gn1\H œil body aetit.ity At the median eminence 
(l-.iEl. projection site of the GnRH tteurou5, Na 5ôtintulafes 
GnRH rele~ from Uw GnRH l1euroendocrinc terminaIs 10-
l:atcd \'t'Îthin the ME externat 2'.one (15). The filet that i.tttra· 
l'~rebfoventritular înjectiofl~ of NOS inhibltors ar antisense 
t'ligoflltdeotides mhlbit the GnRH/UI secretory activity(15, 
19; 5tlSf;csts Iltat NO pJaY8 ft m<ljur role inlhe crmtrol of the 
GuRU ncurœndouine axi.'i.md thus in reproductive nluc
tmns (l4î 

Ex t'it'!1 stut!ies on ME or medjob.lsnl hypothalamus frns· 
nwnt$ demnnstralro thilt NO excrtN nt lea"t part of its stim
ulatory eUe,l on GltRH release by acting ditecUy on GnllH 
Ilerve terminal!> (t5-t1). NO might target eithl'r thé gtlanylyl 



f.y1!l.1St' (lû, :m. 21) or the cydoo~Y$<lnase (22) witbln the 
GnRH .Mn'\! tftIl'dnnts TIl!1St' t'lllymes settertlHH!fc1îc Oh,1!' 
(\.'GMPI Md l'G L lommtttlll Inductton bv (CM? of .1 Cilt· 

ümk !;{lllàut:talll,'l' i:ttl stlmulates il depolar1t'.\lhOn {rom n~u~ 
l\K!l\',«li,1'lnl.' tll l"nllJ1Jls. tl\,lt kads tu GuRU t~lft\()0 l'ail}, 
,,,h,'l'('a .. l'<; fi~ euhnnt'{.'S thl\' Il'obilizatir . .lIl of Ca2'" ~roln in
mU:t>Ilumrstfll't'S (,a~l «od cAMP {~)rmation (Zn) that indlln>s 
th~ilt!l~.l('yt(l:!;is()H lnRH wCTt'tnty gr.llltllt'5 {'n).lnu$tkntîWf\ 
NO sign:afu\g Cdst:ùd<'s rom a\:tllUl1t FM th!.' r~pljtted ph"t
lll.t~xlf('lr.lcal {1t:.fllln~ {lf thls liiglt<\ling moI('(Ule, 

WiUtin. this iil'lt dt'lZildt", m.my studies tlave altellpted io 
idî.'~lfy tht> .. ndt'~tmütt5 m'ucul!m:lucrint:' pathways It.wolv(:tl 
ln th<~ ü.mtrol uf NO"hmutatcd ()nRH n>JCd.,.'Ü)'. H'uw!'\'!lf, 
!îtllt"t' krmwn nhtlut th!? tlfigin (lf NO loC'ally prnducroat tho
ME. ,m.1 uotrong h hl'\l\ttn .\bout its pattern ()f secret!,,(\. 
(;in~n fltlt JNOS 1 .. l.mdet€.'l."t.1bll.' in th\' hypllth.\lûnltlS undt'% 
n\lrmiÙ t~tndi\ltm . .,. \VI.' MJJJl'llSe thilt NO ISS}l'\theslz.('d ln the 
MF bv il CiIll'ih!uti\'e Nt)$ f20, l7} bl"'.'1use, bv delmi~Îon, it 
h tlhY'lYS rrl:!iNlt. ln this t<'g<ll'd, nNOS is detëcted ln fibers 
!~Xiltl>dln th/.' tnt!?\1\at ~ml\i.' of the !l'lE proie('ting t(J the 
n~ux~)pillüt"t:y (1a}. and ~NOS h.l$ 'bêel\ It'll."ated in endothe
iitl! .,;I.>lls lIlh!atoo verv dl.~ to thl.' netlrœnd~ring'GnRB 
r~fmîn;tls Of tlu.> ME~"tf'm.lI :wne (28). ln pre1lious reports. 
we di.'nUm5bdt'ô lh.lt .lt the ME, the NO or vi.151;lllar otlgin 
Îs.nNt.> t~'tmllÙtll,ltc hypothat:inni..; neuroscCfetions. ür. C:;nRH 
tt?1l?<lS('12iJ, ttt lht' .,Im t\t ttll!'rresvllt stîldy 1, to deletmine 
WÎI('Hwr, under rhysiologl<:,l i'U\d flxperiitlr:tlW drcum· 
5f.ml.t~li,. we .:Ill' .wh: t(\ dll'll>rt NOSC(fetlon. from IliŒ fr."tg
n'll:.'nt~ wnbutat tt,t' m.~i ftlf UXOhl.!t\O\U. stimllfatory suir 
5tùn.\'!r, by Uhlng the nmpl!wmetric meth{î;;{ i~ NO 
d!'ft'l:liun. l'hb Mudy pmvÎ4i(ll; ctlUlpeIling ev:i:denet: lor ift\.' 
imp*lrMtIl.l' of {hi:' v\l5l.'ul.1r endothciillm in the tontrol cf 
t:;nRH rdi!,\1\e, 

Mutôdnbl' ~uld A-l~ttt(id$ 
h·'\lAt,· Wî~Jt fdt~ Il.m~i. St ll''lttlfi'\'ut. fr"nro), w~'lgi:til1~ ;aro~3ml 

ik .wU' iI!)U~ lt\ ',1;''('ll tUl >} ~'JtlIl h·lvtlU hbght"liark 1:fr/11' !URi tt'nt
f'~f"tt\t;t !Z).. !!ft..'h\Jll:f!.lIru tm'tn willdW!ill:\'t'ill> t., f\X',(j.md '''lIter, 
AlI €'l\".'nt(l~"tlk mlt\' ,'.lltln.'Ù uut m ~'((1rd.u",t' \'l'lth th>:- Cnl'!l}lCan 
t"mnItIll1l1l!~ t.:Il\:llh11 t11n~,Ù\~' tlJ Nmi<ll'iÙlet 14, 19&. (8biOO9Jtf.t1 

Rift 1; f)nu~yli"s {If sprmll1fICOUI1 NO feff:u.w (rom ME 
l'ro.Iimwt~i thro,,~fU!nt thv tut .I1~6rot.1$ l'YC!I! 

VIi.':Jn,,~bt(l~d {.fnUÎt'tilh \YlI<\i'>.nminl-d d.lûy, and mlJy r,\t, !lIat. 
~,,)lihl!.t'>I.1t k,l!4 ;:;, \111;"l;:Ut!H: 4"1i,1~ t"'lrous ~ydes "'<'W u'iiCd fot du: 
~'1l~ "'V<'fI!!WM h·ltul~ TJt" 'wro lüll,>d by d~\:l!FltJ,tilln ni ill\\10 h 
.tlhi 14,1(1 h tIn dw,ltu\ n tUdU. i\t tl!i(lil fi, t400 n, lfil.lO h, 1700 h. om:I 
tl;\\1II IHlH lm !t'.tt,t" ii'r~,~, .'II\i atl:i\ltHt ill:U.i HOU il 01\ csttus tm Aftl.'t 
tafm tt'l!l(\\.:t! tri lllt' bC<hn. dll.'!'IIE iltId 1155(lci~ted Va"'tl41t' tiSsues W!!f!! 
di~4'(tt'tt l>1!dL't .\ Iljlu11:ttt,.r m.l~\ff~ing W~5S by ro~ wuh W.'(h' .. ~ 
.... "l. ... 'iitl' .. i,!,lufU, ff.l1l!:t'Hlll.' flfl{lf 1 if UI., (1f.11n withm th\" C.,t!nwitlf, limits: 
1!1.'\it;'tl,{l\' hmd.t ni the l'Pilt· dUM1l1il tUI,t the .:Inti:'tltlt "otdcr or t!w 
tU,mlÙÎ1î1' J.1(1d.,,,,. ~ \k;lIl.'l'l1'1"d .l~!(lft' t2tl} r(IUl\wlng this drS ... "«'OO11 
J'n"'T~lul", riC\"t)h\mt"inin~ Mil w('*~,1bt<Ùl1N wlth \:cty tlUle Îltro~t' 
1t!r;,I<'u,~ ltill:!tttnfli T!:/i' MiÙ dl.'$t·~'f:iOIl tt.\'!ll.' \Vs les UUl'll min fmm 
~t!'t;~pit;jttml }\,.;." ,l!~'iI,'I(tllt11, th .. Ml' ff3!<Uleltl-; W"t\' \'>~cl.:Hwn;1' in 
i(IiI;I' .... RUl)l.l't t~l,.»b,llUb,"~lltrtl".· bl.tff~t (pH 74) n1U!.1ining 23 l'lM 
hl~lui!iln !':iI~J, SI. t t!ln~, Mt 11 !Il <ln illmOtlp.htœ cl 1j,5'''(,0:-;;'::, ('(\t 
.md tih:u iii".m .. r'iI.>d nt filpPlhl,'d tulle'l ~JnUUtm~ 800 Etl: tIf !tw lI.;t!nl.' 
MlIllb!1l l:,ld\ h;l"'~\lnt,).!.\l\'d tlffl? !IoU: fugmrot AfM'.:I ;lU·minrl!~ll\·ef»' 
f't:flllt:Î- lb .. mrdl\lll'i ~\ ,~~ r:JIJf!'"tnt .lM tbl'tllht'~pll1ltltlJl'("I, Ne Irek,1ê.(1 
,"l',l~ 11lI.'.:'\Utl:\! dt \; l. f!>!' of f'1!nn,~, ('if 1\1 min by u$ln~ l'! ~1.Hi!K'titic 
,~"\r,,{\!m;Hn, WÙlriti t't,,·.'i!,fI\l1Û,,!ruIlMlt .. , S,U'J'i(!t~., f/.,J .1$ 

pr€ivIDu:dy dt:'lll:ribl'..\ {ZU. :l1} At th\! end of lladJ 3Q.ntln ll'tcub<1tion· 
pl.'ricd,600 Jlhi! Illl'diuI1Hvll' ft!lfil.\VL'li u.od t\!plilCild wHh 600 p.loHrcsh 
Krehs .. :Rlnger bk:iltooUlite!glu!;tl$!! buff('t. !rotA (1tr~ Id fln~l) wU!; 

ilddcl fI} Ihe ft'tnoVlld ml'Ùium. a\lèi1\l~\! th\! Mll:11:mmetrlc probq r~ 
qUlft~ ~t kiUît il S'mil\ I1'CtWcry pl1timt ilf~ti1'1!,1~hclwlgJ!{)f medtuln, WII 
WI~' tl1\t\bk' to rJlOttrn the Înt\!I'\'al9 t\f smnple colk'Ctiro wi/bout 1'1. eg
lltlV \' ilHecll:llg th!.' fei\HiulC NO n'leil~ d;,if,1.l'IcrjUlsi!l(lI), E.1ch sam[lle 
l\ ,1.'1 'l'cl At ·20 C bcfore iIlù1.ly;>Is ru the OnRif lével$ in the medium, 
Th1:'tl~ dtiIlnetcfof fut! Ün\ll~",jtic prOOe(l.':i Ml} ust:d tc.unprtî!orNO 
~tetion p!!tmitttld th" \I$I! {!,( A u1.Î\:I:omill\ipuliltor {Cnrl Zeiss-Eppcn
dorf. H.lmÙ\111\'g, Germnn)'} tu l-lOSiUon thü$I1.11!Xll'5mmllbo\i\! Ihe tis!l~ 
su (':II:~, Calibmtultl (",[ lb!'! .'1('{irlJchr.trtlc,1! scnsor tvllS ped'orll'lf.'à by fllE' 
w.. 11 dilkr,1nt('Ot\œnlr'ltiOll!i /,li li nitrosl.ltbio( donor 5-n,tristl<N
Jrc ,·0, t<perdtlll,umne (Sjgrrtll).(\~.prevjousll drscr,pt'd in det'lil (29) 
111' ,~l!' ntrilUun 01 NOgil!ll11 solution \VilSlI\ilMUt~ in re<ll·time \Vith 
dol r ,.dsttitJn d'UCl18, Wiltld Pt\.'(1$Îon fustmments) at il. füllflphng 
tilte of fJ/s& (lm The rompltt('t·jntl!\'fllced PUO·18 so{tWitre {W'orld 
Pf\>':isltm lnf,trumenls} perfol'lllild dafit acqUISitiOn. The l!xom1mentiÙ 
\:iltU!!S WCl~' îlwn trilt1sfcucd 1.0 Sign\i\-Plot ilnd Sigma-SIal {Jandcl. San 
R,1f;:II::I, ':Al fur gJ:J~,hie ttlll\'iiettintoll ûnd llva!IJi.\Uol\< 

Exp 2: effect of 011 cHOS selee/tuf' inbibitDr 011 NO 1 OIlRH 
f't'l(!ase {rom l'ra 16Ql1 ME (rogment8 

Tu "s~ss whctbcl1 the malllr sotttte uf Nt') Sèt:tlltcd lit the MB ls. as 
suggc;,lt'\i il:; m.t pte1i!~\I.l~ liludi/:$ r2()~ ~1j, mainly I:'ndolhclî;11lnori;!n. 
f,1t!Wt th'.m lWuttl.Il.liL \ve fft'iltcd Ilt(t ibllO ME lrogmen!.!l with L·N ·(1. 
lmtn<le!hvllotî"litfunll (I..t-.10) at$ x l(l"? M, AI fulsa:mccnrtilUon, L-MO 
St'tC1Cmely lnhiplb the cNOS ll~tlvily (30) l1nd suppresscs fllll NO
il\dul:t'd t;~nRH re!<'aw from ffi<lle Mt: ffilgtllènts: inUm U' (ID). Th" lIo1E 
lril~meut!.i Will'<! prtl\;('li$ed il$ùcsa:ibi'dhln.wc, TIu.\'û'NlO \\,(IS addèd 
nhet the \\)il~hl'S thronglllJ\.l1 the whole n1l1ubnt!(l1l pcrioo. 

Exp 8: rffect of imarÎ(Jn sleyaids Oll ME NO rclcallll 
Twellii' .mimat .. W\'tC bllaitl.ir.üty IWlU1ètlollIltl!d «()\l'X) ùI1dt'!t ether 

,ltIC!>th~;lil. ·nlll.àn!)n;U$ wl!tedividl!Ù in th.tro groupll: .mut 1I1~lmals. Wl."n' 
ktiféd ilt HOI) h 011 tblll7Ul dit Y a!fttr OVX wilhout«~I:cMng ilO)l t~t· 
rollnl; !O~l)' j.\1Ilf!\.11~ m'l.'i:\'t<d 1!Slngt\1ic illlt'ctiflli of Ih b~l!C {l!lIJ, SO 
Ilg/r,lU al looolt Ql\ da)'I;; al1l.hm(! klilcd al 1400 lulIH'lay 17,lInd fout 
ill'Um,tt~ tei:t'iVN!IC ;mp!; tM,lnt 10001\ nI! day t5.nM 2 mg ptl)s~tcronc 
{Pl lit 1000 Il 01\ rlzIy 17 lInù were kilkd ilt 1400 Il th~ s.,n\(! Ûily, AIn
p.."I'OIljllûll:: lm'asul't.'S!1f NO !'t'J~w!!t\l'(tmdu'wd !lS'dC$Crilwd abfJ\1? 

GIIRH lUtl 
{, ~RH''OIlœntMtions wrw llWitSun.u lI\ tht! n\t1t.Uum (or t'.Udl :ro.min 

ln«!~ti'lln Pt'nOO rOt (!;u;n l\Illnla! 01 ally t'xpenmt!utal design. in dtt
plî.lI1ll' b}' ruA. ae~'Urdill!l InNeU illId Adam. .. · mcthod {3i}, with minot 
t!lmb/k,t/ttlM Mc.nmndinatcd GnRH \VilS lSol,lWd U'l.ing il (;lAl: Scph
ild.:x rolunm Aflli;;l:'nllll r>liSl!d to CnRH·HSA WilS prodUd'tl. in tabbit; 
,mil al 1(3: at~orpl1On l'li HSA. tt Wil$ uS{'Ù to a final dilubrn t,f 1:140,000, 
lllt'iJ;!'nsit1~il.) ftlrtinRHwitS 12 pg/tut'l',and mlf.\Q55\\yvart"bilitywa." 
J4~!. Th€' ('IlIWl nntibudy W>.l!< il glIl lWIIl l:k tromn !lE th~ tenue 
N.'Ifmn.\1 de II r~~rdll' $c'if!l1!ifillut' tlUA 1>9, Université Bordeaux 1 
IT llIL'lUl1. Frallèl: l 

SUltmnea.l mu:lyslS 
Ail >:ltpt'ftmL'nts wcre repC<lti'd Il mirumutn oi [um timl'S. Ü:. a 

tnmimum olloUf ill1lmals WilS rUIl (î1f t41ch l'lIpi'rtmeutal .. audition . 
Within the 2 l'I-hmg amperom!ltric record obtl1ined Eor e<'ll:11 ME. the 
maXl1l\,tIilll\plitudl! ot NO ~ec:retion for l'dm one of the rour 30-mit\ 
jn~uba\itm pl!tlodsWM !~kcn intI) ,\l"(t)unt IInû lIH~tllged, Similnrth 
fU1' • .,lcll expedmcnt, flle (;"RH lewh W\!l':!' dllil.'fIllined by Il'1'Cfilging 
the GuRH concmtratulO of ('ilchl(}.m.in incubatIOn pcritld Slmplj! 
The l'IlI!<ln NO f{inRH rdeasl! f"1: 1'3cb l110e 1'0111\ of the t"Strou'!! c:yc:le 
or \'.\\:h (>)',perl!ll\;ntall.'lmditi,m wa:'l n'porlild on the dlUerent graphs 
t ';('\, Ft~ 2,· 4}. Ti)I"«bl.1t,, the cufll~l.1\IiStm nf N(J «,lell~i\' during the 
,'bU",!!nt st.;Iif'S III the I!Strous ,ycle. lht> dle,l unlier thl.' Cttrve (Aue) 
","'!II C<lh:ulall'd lur e:u;h ;m·min il\t'ObMI4'fI penm! Ail daLl nre prll
smt<'d..'Irt lhe m;;.lt'I :!: !if,.. D,lta 'H'rl' ilMlvxed by f1Ul'>way ANOVA 
Sludent'fi-N"lnndtl·,KcuLq multiplt' C(lnI!.}ilrlSon (sel! f.1gs l und 4) 



'tAllt}: t. l\ullSaUlity p:lfl"ml'Wl:l> for NO fcfc,1l\U fi'llr!~ ft'j!ltll.u fUt 
Ml~ maintmmxl f:t nln . 
,"~"""""",,;i!_~'_Ao<'i''''o01"h"''ç, :\>"'~;:".""""~~~' ( ~lt'~oY<~,""""",~ 

l:\!t;nI:< 0>:" tlf'IM! tlut;ltl~"'ll ~O v-"a~ .I1l~llll:\r .N"OP~iI\ 1l'II:~11 
;;t;'R~; ~l1l"H '1Il1U1 {.,f~ !l'ml ,Jilllpl~tlldc Md 

"l'iTiisir'"-:n-ii "it ,~'2 '''-1'1'$ ~ ..... ·l~'!1 " 
thHOlJ :ln' :i :lB ~ $ 15 .1; 3 Il ~. !il 
l~~i1' m:ma 29 ~ t" ~H'1; ~ 33 t;'1 llr'~ <1 
'Pful'.{Èl(f zfj.~ ~.. IS .;t ,f ILS ~ 'P U~ '!:G 
Pfft lt1Qu:m "": l 2;1. , .. 3 54 :t: 'If" 30 :!:; lW 
Pm 110(. ,12',,: 1 21l.~ l~ mH; W 11.:l:'4 
Itmi5!lU ~~Hl 2'1;>:2" 17=.:l U:t3 
E UF.DO aL'" ~ li} :'! :2 llli ~ .. fI t· ~ 
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,,~,",~_,~o( - ~ '; ~ , 

'" ~lbl',)fiç;mtf;.'dtfrt'r!Ultfrumnl 0800, P am;, uJtll-way ANfJVA. 
DUl\fl\\tt Ulst. 

Wlll'.l 1.\'>..-..1 fl!~.f l1k.; lu illi~'l ~Wl\iÎ{(j)nt dH!l1ft!l't't'-'> ll\!twii:(!1} g.fû\.lp!î. A 
t)ln~u;U t.~!J '1-;;)'"1 fért\.tm .. .:t tn "lmNfl1' the data Shfilim 41ft Tablt' 1 
,\ 5lud1êfif~ ttt:'~ \\I.1~ u~l.lltt ~I,ltnpf!f~ thl' tWtl d.ûtt'tE'rtt t;rt1ups t~· 
frl? 3) f<l;.h>«'rtl!i<ll' wb.-th .. ! th"C;nIU-tlsv,"b ll\!lf\itnri1d thruughtlul 
ttw I.."-tn,,,,, ... ~fli' w~1' 4nk\'Â to llw !{Q Il1'\itfis, 11 S'cilUtln pl1)QU~t 
MVl1l.Ult '~)th'1.nl\lt1 w,'~ ~dl\tm"d. U\i1 b.'V!)ltlf 1iJguifi.i:1Il1I."e I\'(l'H<~t 
"f St ;H~ 

BCb"U!tS 

.1oot~'ss of tlllmÙ\Ilf!UUIi NO nrlêttfle fi'Ml Me frogtutmts 
tnttwghlJut fhe tilt l'sftnU$ çj'rle 

~() f~lf!.t~ fwm ME fr.lgnw.flt$l!~ilS meilsnred ta teal·tlml' 
tl«illg an N("'51,edhc \tmpcrmnetrlc probe.\1 dittet(int Iilî.lges 
\tt tf~~"ltro\,ts ;;yde withuut drug. ûdditton Îl\to th~ med~unï. 
Tt'm sp®tiit\l.'l:lU!I NO releaSl,' was ffiOlltttlred nt tbe d.ifft:'t'Cllt 
litiU' . h~ l'Stti.lUS: (~'Cie (l'tg. 1). NO efl1ux WilS puJ-

. . i, .ma ilo; ;'lmplit\!!1l'! vnlieùsignifil.'nntly ACl'O!>S 

the \'Sb'ous. ~')~lll {Fig'.> l and 2.>\). NO secretiQfl; waslo'\l\'es{ 
nndti7i>tru5 n;lttt1(,It?)"~i;'d5îgnifl;:l;l.l.ltl}' {lll tbe trt.nrmngo'l"rô 
fP tW~l îlnd wiw1u.'d .l 111.:1' imum on l'ru 1(jJn h. At Pm 
UitlO {li U,e~n le.!?l!! mrrc slbmitkantly dt.'C.reàSed CP,,;;: (UI.1), 
,m~tmdlrlNt~iii Wi'T\l mumtaiJwdthrough E. {Fig, lA). No· 
iil.\:.\bty •. 4Ift lUustti.1tl!J ln t:i~ 1. the NO pll'ak t.'OI'Iœt\tmtions 
tl,'adlf'Xt Jt}.·!10mi on l'm. wne\:i;<,ts thev raœlv f;'X('ooe;;l 2U 
!l\M tin Ull:'Stw,!; ll11l1 f.. . ~ 

(~l''lW NOm~t anlUl S/:N·CU.(I!IS during lhi) f'stNJU$ c;vc-1e 
Ufî;' (ilifpl~lt 

l'hi.' (,}lf~>tHüll ~lI the iJl('ubatiof~ medium evety 30 min 
deUtonsfl'.1tNthût Ihl:' (illlUt s!'<.'fctton fmm tht' neUl'oen
dtli:fîoof.eI'141n.abl(}t\Ut·d: in tfl"C' t'Xit'l'nid lOIlt" of thé ME 
ft')ll~)\"''I! .. t<l (I!leit'ie ptOme idlmtlcal to the one tiû,,-:erted fm 
NOw\iu,'bon (Hg. 28). II!. the <ÎltRN 5t'c:reflut1 W<l$ b,lsal 
on ,:h<lt:>b:us< If. iU{ft'ûs\!'d ml Il!<), and l'e. 7ht?d Il m.a.:dnlum 
tIn l'fi\ tjjiin Il On fi. the Gn~U{ Ievels werc signiff(;nntl}' 
l!.w.'e't. wI\f.)Il: {'{}mpiltt>d \,;lth thust' on Prn 1600 h, l~tlt 
~mfiü\~d hi~llll.~\' thnti tln dîllstrns OSUI} h. 11\~ Pearson 
prm.11rd lnotllt:ut arrtl'Jatillfi test fI.'vl'tllltd tlmt iltrO:>;; thl;' 
"stroq~ ""de. th", GnRH lWfrt?wd levers \li"'}'"€! J?t1sitively 
.lll .. ! stl'Hn~i}' t~tlt'ri,'I"ltt'if fl.' NO sl'i;'retIO)l (tinRH s!.'t:retl·d 
Z''>i. "t;C' 1.' 015" .. f> ..... tHi(ll. Il l)) 

&'1r~f'ttl,~' i1d/;iblÈ!/JI~ at .. NOS mtemty p-otl!tH('t mhil1Jts NOl 
t1/J11l1 ~\'lr.fJ.5i' 00 Pre' WO(} II 

·1'0 lt!\r dIt! hvpt\thE'si.o; th;)! thlJ GuRU Sl';'l:reU(ll1 from Ml! 
ir.tganm~~ ubSl\'f'I:~J mi tlm was ltC'umlly liMed: tn NO 
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u.r~, Ih(t.Îlaftûf fJ!'4Ùrt mlUllUa tt:J)'tuent& 
tlll' rat'an, antl lhll I~'ftlrtll .. fll1 rf'pte
l'<!'r.,ts; 51':~l, S~illc\lntlhIwttnees f P , , 
n ",;tl ~~m\lf,~ th!' il\""f'~ V,\!UIl!,\ fur th!! 
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sl~te~l(m. W'-" usn) t -NUJ, il potent NOS inhibih,r, tt} in~ 
hiblt th" spontaneotL" NOg 4lcti\'ity in lhu ME. Addition~ 
l\ny.Wt~deM'tnlrn;..t l .. 'hi~h NOS "'ilS tnvolved ln the spnn~ 
t''1tn,~)\ts IWi"(('lionof NO III the ME br using t-NIO ~t S ';( 
10' .' '!if. 4l:oru."\'iHnlU\in that .... Jle<'t*v~Iy inhipils l'NOS (20. 
JU}. l'h~ .l~tdilkln of :; :-:. Lt} '':! ?il t,-NIO inti') th!;." su(\.'ival 
111cditnn.(lJ; t'ri' lù 11 ME f1",'gtutmts s\gnifkllnUy inhihitcd 
œ .... ' t'un) bnth Hl!' '6trol1 Nu Sl'C'retOIY' <lctlvitv Md GnRH 
.l"êJt'.l5l' mt; .ll .A",flllll\d in Fig 3, 5 ~ 10. 7 il tA,nO did 
ffl)t MaUv suppn.'ss tilli' ME NO.,.l'l!l.>ase, ln part, thiS {ru,)' 
nns~~ fttln1 ttw t,,;:t th.H::; '" lU" M t-NIO rorr.espoMs to 
tiw n't" ~'nh\\h~m n .. 'tlUJtt'd lo prodm:t: sn"~ inhibition 
ac.",,) ~~1 t't\!t)1, (~H} ,md IS tt} Umt'S lOWl't lo the ler,o for 
nNOS !'u~~t>!itl11~ .\ limitt-d {t'vel of nN05 activHy 
andlnrttl.l~ il ln\\' h!\'~htf f.'NX,lS d:ctt'ltitv r(>IDàtn! in the ME 
rr;;)~;m{'fib i'ltt~r t-NIO U'e<lhm.mt (sli'e 'Rd, !i3). 

Eg lrrotmem utimulates t.M.frag"4'ltt NO release in Ovx 
rats leom:latiOlllCfth GnRH ~lèaseJ 

Tt} a.'t.'>6.':l whether estrogen was învulved in the increase 
of NO 5ecretory nctivity ben veen Jiestrus 1400 h and Pro 
oeoo h and tCl ù(!tennine the role that progesteror.t;! ltIn)' play 
În the regutûtinn of GnRH/NO ncti\.'ity on Pro, OVX rats 
weIC t'iUter ullb't!aled or tre.,ted with B.B. or Ez13 foltowed hy 
ptog("!>1erone, ilnd NO/GnRH re!e;lSe WilS monUor~d from 
ME frilgttlCntsoOtnîned Jrom these animais. Twa w~ks after 
OVX. bath the NO and GnRli effluxes from ME fragments 
were lnw i'll'Id (umparoble wlln that ltIonitored on diestrus U 
(fig 4). FO!ty·~!ght·hou:r trt'aUnf.'l1t of OVX animal" \Vith E213 
tl!Sltlti:;'l.,t ln il sigtûfkilnt m"rea..,e (1) <: J.05) in NO secretion 
that Was coupl«l with a signifkant Increase in GnRH relea~'? 
(1' <:: G,OS). bl F,J3+progesterone·treated animaIs, the NO 
tc.et'! were higher than in u.ntrellled OVX filts, but not sig. 



Fln.~; ~Uluùitl(ln (Ir th\',> sittlng NOl 
tlnIHr n+kil:lt' m;th1ty fnlhl 1'ro 1600 
an.~ tmblfJltnt~ li)' Il '" tU' l' M 1"Nl().~ 
IWll!rù,~ Infutntnl' oi l?No,,~ JIl,UIlS tlg
urt'. fut' fum.;flttl!rlle' "lM l1jP~lIt 
UUl mf.!I}, und th ... t.~r*ul1l.lir.l(' t~pn). 
li"nt~ ~~!, '.6jfJld}i\~Û$' diffi.'rl.'lit 
lrmu th!':' t'uluttm (vtth!l;!~( tU; Ils!I?m.k. 
p " {tOU\; u. 8lîlnlik.attly dilTetNlt 
ihtlll dtN:(;~"P\lndml*4êiltiltlln U'it/'ifJllt 
{~ Idl~l', P OJll. 

1)-1-----

l'lit ,. Eiktt nr m:lItf,Ul litl':rilld fJn NO! 
{'!'l/{f! ~ 1?lc<!f"" L ME frog-
lll!'ntll2 • ,lnthlsl1!.ltU'i" 
dll; IIt?tghll>!tlll' cullP ;~ tl'}ln;sl)llt, ïhlt 
!' .. l!!:.tu. mut \fu' t<tUrw bn,l,1 reprett'nts 
"'!'lt "', SI:niflth '(lU)' dlff~tlilltfronlll111 
nduUlu w#hv!/f 4,., tJ!;t;!!IÙ, /1<. :!tOlU; 
il.. s\î!tunellilUIi dm~rmt fmul UID tilt· 
tf"~p!Jntb:tÎ~ {Glttml!~ tI1ltfl~l:d. ft letter. 
l" tHlt 

nitù.·~~ltJy diffi'rmt, t\'h/;?({·us(;.;ttllli' st'\."feted levds were sig
nih~<Uldy rughlt'r (1' n (l:t) 

Di~cussiün 

'nu;· pn'~'nt study demorultrât~'!i th,\t mulatèd fi!l)tale r .. t 
t\m bilWlll'flt~ Ap~mlan&)us[y tele.15(> N.t) in an epMdit'pàt. 
t~m Mll'ttltl'\l'l) ~t(> ttlund lo \'ilty n\arlœdt~, <1e'T{l;. the 
.i:1stmus~y\,lt'. m,d tl1l.'v seem b\ be.; ":l'eh,,, th\l$, NO seer~t1()U 
)'" th\;' fü\n'!;t dunug dlf'stnls U, increil~ .'tf 300% (ln œl.lt', h 
rf~1, \:Ind Zl'.l,'h,,'5.'1 t'nil\ltnUm lm 16UG h P!:") The high ll."\lt.>t-; 
"r NO cilrt.' m.1Ult,iin.t'l1 unbl I8DO h l'ft1- Not.ceablv. int'teMt'S 
ut !\{} :'it'<..Teht\fi duri.ng thl' (",trOll!> cyde "'lW }'t(15ibvely rot· 
(ebb>d ft} .ut in;:ti?'.l~ tn (;nRH tl.."leilSE' fmm Um srune ME 
~rJW .'ntl'. mdl"~bng lhaf th~e ewuts.;\;t(!' rot P~lrther' 
nnm', t.~~' inl~lbitlOn ni HW n'l,ilS.ll:ive- NO/Gill H re!eas:e un 
Ultlt1 h J'ro by t.·NItl, il pott'nt ~OS inhilntf't, dClllonstr~tei 
lhlt NU Sl'ètl'tltlll tll1d t'nRH r.:leasu i\ll!intitrult~ly (on
na:~ .lnd hru.;flWY!'lttmt,'st~ th\lt NO relfl\sc ;\t thelv'Œ is 

ovx OVX~E2 OVX+EZ+P 

required ta triggel' GnRli relMSe during t1l!~ GnRH ptt'Ovu
Satory surge, 

Wilhin the filM' d(.'f.."i'Ide, NO has been shawn to he n ~y 
t1C~ol:tûtlSmît!er involve~ in the c()ntrol of GnRH/LH se
rrc!jOD ID both males ilnd (l'males" NO release colltrols basal 
tH ~ri·tion in m'lIes (15) and lnediatt!5 the ovarian sterold· 
induœd ;.Ji surge in females Cl9, 33). Studies carrÎE.>d \lut ilt 
r:il'J) (~1) 5Ugsest thût the NO sl.'Creted nt the hypoümlantit 
pMlptl(' nreahy nN05ntmrons surroundingGnRH cell btJd. 
ll.'S Ui;) may be mvolved in the rontnll of GnRHfLH S<!(. ....... 

non, On the other hiUld. Ol.ll' l'l:'liultsdemt")l1stttlte that the NO 
Si.'(rel~ at lh!! ME pIays.n crodal role in the c.ontroI Ot GnRH 
releù~e fwm the neuroend.ocrine terrnil~ls durmg the female 
tb.t I;'stro\l"/;,'Ydl.'. ThiS ME NO Sl.'t'retlon may C(lntribute to the 
synchronit:ation of (~nRH retetlSe t'tom the anatomically seat* 
tered GnRH l1erve terrnil1ills located in the externat zone 01 
the MS. as sUID,'ti1Sted by lit t.'ÎfrQ ~ludies carried out in cell 
lln~ (34). ln 'the IlMlortalilf:d GTl-1 ('ell Une. roereting 



<inRH in tlill'P {J5J Md e~pr~ffiSing botb uNOS (33, 36) and 
Ni:OS {~(11~ lhl' il1hibubm 'oflhes~ NOS î'tctMtle.'i by NC19 
bkl\.~kE'ts \11'\(ÎNl1 SfùVE'l'Igers i'looli!lhl!s thtl "'IulsatiIe GnRli 
>,î(<(l't.'UO,ll' Tim imtho(1' çtUidi.lded Luat NO \Vas the unique 
llf!Ut\1tr.msn'ltttl.'t Uk'\t Wiily nrt't'iSilry to !lyt\ÇhMÛl~ GnRH 
ntlUml'l ,;1ctivify lt'Jdîug ln the itstûbllsÎlhti?nt of fi syn{'hro~ 
nizt'd plds.11He ,~lllŒ lit:cfebon (33), However, in the hypo
mal.lfittt9. the (;nRH neutcms have bt'ell s!lown. thus fil!:. hl 
00 \!!.>Void nt NoS immunoreadiylly (18) and. Further sUJ~' 
puttillg tlils Oh5t;'fV,'fllm. the}' do oot Ilxh\hit N ADPH dJaph· 
O(fl~ ib,'tlVUy (V l'n'\:ot perolln"lIiOl'IlIllUtl,icatltll1) but do 
bt>4"fC'h~ t1wjt :neu;~)htlrmllf1(' in il pulsatile mnnner hUa th~ 
portû! bbld C.1plll.·.rl~!i :37, 'lB) AddillafmUy, NG~d(ln(li':> 
liOtvt" h{'f;'1l s!lt'lwn, ~V push-puU petfu!iion, tu direc.ly affect 
{;nRU l't'lt',n;Q (31l}. Tilken togctfwt, we surnùse that il tir
pt,th'l.l.nnk }i(l\lfCe (lf NO, t'xt)g('nolls to GnRH neurons, 
mi~hl ~m1trol tlwlr 6,'CMilln. 

As statt'lt Q.lrltct. prcoptu.' nrea nNOS nl'urons may play ill) 
UltpOrt,1Jtt mIt!' ln th(' clmtrol of GnRH œil bocly ndlVity <\nd 
dlt19 Gntmluf !lem 'lion; but bel'ill15\! tht'}' ure tmIy eIllsely 
~!'>,~)ei"f'l.'d wilh GurU 1 neul'<U1!> in tho rostral pœ01-Hlc nrC'a 
IUl}, tl:t~y art' nnlikttly tn lx' the sj'llclïnmb:ing link betweïll\ 
dn:&Y41t[en>d {~11m nanrOtls. nNOS l1.t!urons mav .. "tlter re· 
1t11 sUU\\datmy nf lllhlbtfmy inputs to GnVt { nailruns, n~ is 
tht,- 'il.!>\: fot lk'udl\fl'hirlt'tgic inlM!1 «lO, ~ IntriguÙl#Y, 
f\'(!dh,~b.t'lat lWp'l thilliltftUS oi' ME 1'l'41gme:nÙl <Ire aMe ta se
"-'ff'wGtlRH mll pulsab,C!ntanner (42, 43), dl!.tllOl\straUng thût 
tl\t\ (;nUn ,,"(;11 bmlles l\ro not neces.':>i!ry (('Ir pufs.\ti1e GnRN 
rel~l,"1fk 5UAA(>SÜf\~ that« mei(hanisnt (lC GnRH pU}J;?llllity i5 
Im:ûl\'il in tnt> nwùloh41S111 hypnthnli\mus. Our pr('viou5 stud.· 
it''t d'>1norvitrated th;lI NO i~ r'TQduecd loe,:dty nt the ME and 
:t1lat u~ tfb1Jur !fOUfl.1f 15 mdothe1iil! ln a:rigin (20. ;an. At tlutt 
Hml'. W~ RlU'Jl1ISi!d thar tht~ ctldotheli,"d NO tUîght pli\y n 
mlet.ll totf' in th ... 'ivnthmniLllton lif GnRH te.h.~~ (rom the 
ttt'l!Ve' WuninaI~ IiI,rc.1d 1l<1r()SS thi1,Z,t;<ftlm-long ME (2Sl. tn 
the ptt'SEnt studv. thl' litrong Inhibltion of the patent NOl 
GnRU fl;'lcil'ieOn 16{lO fi Pn) bv l,·NIO, nt a concentration that 
~('f(rt.h;,d~· inMnts l.!l1dothdi:l1 NO Tell'are al' the Mn (20), 
d~munsti.lfps lhaf the 'iponlillteous rek'illiC' ol NO from ME 
fragmt't\tb ~h,'\tpM·tirip"h1 in the mooulation (lf GnRH release 
il'Cros. .. the t'5trnu!I t'ydl' 1.5 ~'ndotlw1iill in \lrlgîn. I\tlolhcr 
fll\di"~11 ,rf inbm1'st is that tht' spontaneous NO rcleil5U mon· 
ïtüfl'Ù .1«(lSIS tht! t'strou,> <}·de s~m$ to be PUl'illtile in fl>n~ille 
t~lt'1. Ti\1." mt'.ln { :ttil,\t} h'CtltWncy of l pulse of NO &~fètit}n 
l'Htry ~~ «: l min (n "' 36) In fenla!t>s is strikingly sunilnt to 
tlw ff{'{.ll.lt'I:U:Y 01 pulsiltile t;nRH secretlon fmin exptant!> of 
~Mli.dly·mature mnl!:' rats (42). TIms, the findings at the 
~)J'('~,tlt study stn111gh' suggcst tlù1t th!!' NŒ endotheUnt NO 
Llil th .. 5)'ncb.rpni/illg lin" to atliltomkilI1}' scauerl'd GnRH 
nMOl'lS and thnt th!!> $ync::hmnîzi.ng mechani5m fâkes place 

. tlt th(~ Mf, wllt1l1.> il fi!'llulates GnRH rdeaw dirt'Ctly from Ille 
nl1'ur'l'I:;·n~('lCri.t:\t,' Wn'!1ln,ûs. 

{,h~'\,' yt'sutl" .. ,tSl:\ stlggC&t thtlt tht' ineruased endothellal ME 
Nt} wie4)!;t" ·Im l'tu l'Ilnv nccount for tlle increilS'e of bOlÎl 
l'W"H t't1~1J !(!t~, .. tW \uu~ .. GnHH pulse ûrnplilulÎc (44) on lhat 
d.w ui th\' f"5tnlU~ ('Vd~. S.~tklH' "nl'! MimI/ni (44) shOWt'li m 
"'14;(1 thnt. "s Wli' ob~r\:'l' for Mt'.' NO re/cast' Cl' t'it,.~. the GnRH 
b<\S,lt rcleastt nnd tlm CnHH pulse amplitude \Wte signifî. 
>4\11. :1}' htt'tt'itS!1î.l bNw(lcn dilM>f!t..ls and the nmrning of Pro 
.:md th>tt tl1î1St.T pili'tlmetf'fS wew ... dKltMl Ull! aftemoon of 

l'1'p, \Ihetens the GnRH interpulse Ulterval did not change. 
This ilttl!tplay betw(!en e41dothello! ME NO ilnd C;nRH :re
leasein the pituih\ry portal blood is alrcnglhened by the faet 
that œnh:i\l àdniuistrnlion of <,NOS nntisense oligonuc1ecr 
tides suppresses the Sl(~toid~irtduced LH surge ill OVX ratli 
(19). 

ësh:'ogen Il' knOWll tu exert a powerful stimu!ntory influ
cnœc:mGnRH se<'rotJon inta the portal blood cupî11l1r1es frorn 
th!;' nClm~ tent1in\~I!l in the ME. ta initiale the LH aurge (45). 
Ot.tt testtlts strongly support the faet that elltrogen could 
(,lxed pMt (If Us stimtdntory ('ffecr on the CnRH neuroendo· 
crin!'! system by acting dircctly on the ME. Indecd, the sig
llifleant IncreilSt'! in ME NO/GnRH secretion in estrogen
ttf:!lted, O\fX rats, compnn~d wlth OVX untre1lted females, 
suggests (lM U'e dynnmk changl.'S in NO/GnRH tèlease 
observed on the moming oi Pro Î$ coupled to the dromatk 
ÎI1I:rease I.n ~lrogen plasma leve/a that OCClIi':> between 
diestrus U ancl Pro (46). TIlis is in agreement wlth the findings 
that tlsttogen, in llddlhlm 10 ùirectly stimulatiJ\g eNOS llC""
HviIy nt the ME (20), stilllulates both eNOS meSSeJlger RNA 
(m'RNA) (47) tll'Id proh?in expression (48) in endothelial celIs. 
Surprisingly, progesterone trentment o( estrogen-primed 
OVX rais did 110t Incteas:e NO reJease signifjeMtly, corn
pared with uilftl!aled OVX femal!.'8, fiuggesling that prll,ges· 
t~fOl1e ÎS.t1:ol flle major factor regulnting the interrelation 
betwet'1t NO S/icreUon und GoRH l'dense. However, we CM
tlut ruté Quttha Invoh'èntent of the progesterone roceptQr itl 
Incrensed NO/GnRH secretory activity observed on Pro, 
l:ilXiluse thepmgt5terone rereptor is ,1 Key cornponent me~ 
dialit1g file stllnulntory ef1l.'ct of t'strogen (ln GnRH. Le. an· 
huaIs latkil\g the pro~stetone receptor fail ta show ~.in· 
duœd Ul Md FSH s es (49), and progl,'sterone receptor 
nntagonÎsts black lh~ r t GnRH/LH surge induced by 
esttogen in wilcl-type IlnimaIs (50,51). 

The rueehlî/llsfll lendlng to the pulsaUle secretion of NO 
ttl.'m the Me .mdothelium remnins tu be dNerminecL How
ever, tllere Îs some information cO/lccrning pulsatile endo
theJinl NO ({'feast!, ln this regard, pulsatile pressure (lCCUr
ring in lntrnan blood vesse!!! CM r('JenS!? eN05-derived NO 
(52}. Furthermore, endothelial basal NO from blood vessels 
and oth\?r tissues seems ta ~xltib!t il basal ptdsatile release 
p.'\ttern, !:,Vcll when ohser\'ed fil uilrQ (53). The mechnuism of 
thÎs pulsatile NO secretion from endothclial cclls seemS to 
OCCUf via mechllr1otransduction (lf thl' eNOS present in the 
calveolal.' of the plasma mf:'mbl'ane \Vith calveolin, which is 
an inhibitory protein for eNQS (54), DLsodation of eNOS 
from calveolin aUows itll C'oupling with cnlmodulln and thus 
stintulates ils activity. A1tl~rnativl.' translocation of eNOS 
front the r:ell ml!mbrane lo intrilccllulnf sites, uncoupling the 
enzyme from ils nctivalors, ilnd theroby attenuating the for· 
rnatil'n and œlease of NO, could a!so nCCOUl1l (or NO puJ
s.1tile rl'leasE!. Intera'ltingly, these translocation medunisms 
mily b<.> modulnted by estrogcm (~). Thcreforo, We surrnise 
tnat, at tbttMl3',<.lther factors (ncufo1,al and/tu' gUalln mih'iJl) 
rl\a}' also partidpilte in the control of these modulabJry rnech· 
îlnistllS gt'ncrotlng NO puls<1ti1e releasl.'. InteresUngly, the 
br .. jl1 ImdotheliLll cells express the rcceptots !I)f MO key 
facttlfs contI'olUng GnRH rele,lse at the ME (17,32. 56-58), 
neuropeptide Y (NPY) and glutam.1te (59-61). 80th 
N-met!tyl tNlspartate (NMDA) and NPY have be!!n shawn fa 
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i11;ti~' .. tf<\ NOpathwny m ('nduthdinl fella (62. (3). Rt'Înrorcing 
» }\Uftmlfûl mIr: Jill' NIl)' ill thli' fl.'gul;.itlon of ME, I.'ndotheliaI 
N~' nllLw'f;·ls llw dl.'l\lOIl5tr.1t1un llf the I!XpreSlIlOIt of the NPY 
'li ~'('\:epûll'within Ihe portal blond VilSt:ulûtitfi! (6'1), {oget}wl 
with lilt' fmdin~ that l'S.tI'Ogt'rI CilJl Up'.règlll'lt~CirtIU. { n. ... 
ilpt~n,>(;> to NP'" on t1m. throunlt stimulation of Y1 gelle l;'l(.

!'œ~<;km (û5) 
hl !-.tlrtlnlaty. i,ltlt data delrmustrate that the spontl.\heOUs. 

NO rutei\S(! ,\t llit· MF, v,fhich mit)! moduJ<lte bath pwsfttile 
dl~i ~'Yt:Il(' G!lRH r~Ifi!i1st·. prtlVidl'S il uniquoregulatory 
ml't'hMil'im for Hw ti.nRH neunlClldIX,'r1nl' axis, bv whtch it 
{'\llùd Hl1tlnlJ primi1r}' t'vents snch Il'> publ.'rly, gnmetogen
è1>is..<lnd tl\'Ullltinn In ilddition, ,".r results both (.'tmfirm And 
strl;1ngthl'ft _) roll.> for !h(' v.tSculM endoth..,Jiurn in the control 
(If nt'tIX05~rt'tit'ns nt tl\(' ME' 
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Immort:ll.ilta!l()!l 01 hl'Puthnfamlç GI.RH l1l'umns by gendJt1!lIy t&tgct~'ti lu' 
m!itlg~l$. N~Unlll !H,·I() 

Jt. lldlbalfiUO. Wdstl Wc. Mtllull PL JW6 NMDAnndnilrtt: o:<1dl!nct throullh 
tm't't.MI' Si&ll.11 traMductll111 pnlhway to wprCSll hypnll\~l.nttc gl>!UdolroPlll' 
wll'l\Sltl!~ oonll1i/tel:('(\C e'I'A~lU H.1I1U 1 15:53!i-s.v 

11 l.évillf JE,l'AuKî', It~1Il1re:t VO, I;\cksun GL IIJ82:Silllult.moous rn\1.il5W'CIIWn! 
.'! IUfdlliwg !wtJ}1{lIlNelt'iI$l/\ll hot/Ilotl" und lutelnizlng hUfmmw relcilSe in 
Il!lJIlC~lhctltl'li, ,"'ilnettmnJzro .ht'Cp End""tlllùll1gy tlU~49·HS.5 

lS SteÙler \tA, Iltl!m.net \VJ. Cliflu.n OK l 'nll R<gUlallml (,f luleinizlllg hunno"" 
l'ul;;e tl\'qWIU.'Y ail" .o\plltud~ by h:sttl~tcn,,1<' lit the adult m\lle rat Emil,. 
ttlfl<1l"gl' U11ll5'\. -2061 

~J Kt>hukJJ A, \VOjI.nob~ H, kaldukl l'. Suda T !'l')I) A rt:mp~ra!l\'e .lUd)' oi 
Ûl~ dlctts <II mlru: d~d~ and (Mmm mUlloOlde un tbe /JI pj!lO rele:t'IC III 
1:!lI~ld"lropin,rell'il~U1/; hutfll,lt\l' nn" neunlrl'Pltde '1 (film rat hYr\llh~I'\lnus 
duon/; tht' t"tt.IÛIIlI·Uldun>tllllllilnlllllll hormone -urnlr l!llttnm\!1lI1 by plI,!l
rull pCthl,'IItlO N(;\lfOl."d{)(~lf\lil,'!;\' w·2.j~·2'kl 

40 l'II S, U"ntalll TL, Dianu S. Naftnlin l'. J{Alf4 l'S, Kalra SI' 111'/7 fillldf'r\œ 
"~llffidng th~lltt'tt'~'1u1urphln l\'llUIMfl! ~Ilr 1\WI1\ll1!!l1r :r :1' 'iJlll!lOpItOSph.1lc 
/<{iMI'1 cf!1\1x· an~lAll1\lci!l Ul\d flllmioliul support for an mt.:.rncUolI t\;!!lwcn 
'"1',all'1> and Mf\!:: uxide rndocru",!utY 13$..1"'11·154l 

41 Iksutct S, l'œvo! \1, ("fUll: 0, YillJrt 0, Sld,mo 011. Mitchell Y, nc~uviIW!l 
le 1IlOO ft ~l}lloid h'IXp1or D\RNi\ l!J(PI\'$~In!l tU I\!:'ultlllilllllttic 1lX1Û~ oyntlm!!C
lIltlllltnt1j:'ll;$illVi! f'Il'tIPIl. ar<'i1 ncururt. Mol Uflun ,",$ !1lNt.-52 

4~ Bt'iltgulG!loll JI'. Cem" A, Alvara Gontall."z Mt. J'ranthim(!nt r lW,l ('ml' 
lrolll/ f'\.IWltile !Il1(rutU:!II of g,m;:dl\lrophm relA'iL'I1nll nt>ftTIo!\t! Ifom hl'pt .. 
1h.11arnJ;t ".l'J:ml'< thlln flqpnul {Sul'r.l11 li Uki!'./ 

4' Iblilllll!i$Ctl I)P WH f!1'1!I<>dù: IVlthlduln1pm·wlc3Stng hnrtnullC td1'3.!li! from 
(h~ MI ootùlru mr.11tltI ('Ilt1Ilt'It,,, /fI mlfll N''IIr(l(.~td(lCfUlOllIl\r 5.~:5l!.,SlH 

44 !latt..u!J1<, MlnAnli li 19'15 DlllrtlJI\'M.aIJJ:m ln tuWutMl1Ill h\ltmU!lt"l\"lea~in!i 
jltlllllllflCiJtr,d VIIliJ<,ndnrl'hm 11'1".1,,> ill l'llU1tary pt.rlnl pl~Sllll\ duting Ih!) ra! 
.. 1I11W <".lI! I!!ol ncrrod "BK· ,LI; 

~'i Hetblsnll Ail l'l'lll \1ullltluldal mllup",.., ,,( ,'S!m!\en upon !\o""dotrnpin
'dt .... "'Ilj:lItt'nno!\t! 11<'001"-' l'.l\d"" R('\, If} Un-l3tl 

41> Smith MS, frtellMn Ml!. Ndll JD 11f.'5 The wnmllllJ pn'gj'!lI~rO!lC _1I.'Û\1ll 
dultnA: !br t'!l1ltlUl< €ydl' I1l1d .;;,rly p5'<'lld('pf('j;I1~n<1' fil the ml' rc!!lJ}ctin, 



l7',"lrl\ll~I'i'!l\ ~M ~ttl"Uld Wvt'b .l;ll\Ill,t.ltcJ wuh MtUl.' (lf tilt tUlpU.'! l!llCllll1 

III b~~U!ll"I'1I,'g.\tJ:I\,V I;mJ!I!.·nllo!\'ID' 'Jtrlt9,m 
~';' Wl!lt\111 f\'t,Ull#M><iitt 1.l!;}}'UÎlSA.l~ll!n~lJ}ll~G. Cllafltt m, MI:tIl~.tlt!lS Vl'It 

h"vjd .... h'h~!J.h'm lli'I'H\d~111 tilt!!. lI~td .. ~vl1lf!~ bv;;ex; !.tl!UlI!I1\7li. l'n.: 
!Ii,)!! A,;,\.t !~'i V<.:,\ "'1 'lU, ,<l2Ia 

~;i M.l;1l41ll >\l'.f, IS 'Jll N, 1ll14kl~ ~g. Kfll/le tlN, I\UI\Ill,llll\ l~t t:IIfl)I1li! 
~';tm:~'!tttt\lfll)(l\! Ua'1! .~it!l! I\wl,< ,,f t·llJI.lltt~l.ù mlll.: l)lM" IIYI\!ha~Vroll1itl 
iu (,)! un'''fall11'':''''·I'il.id~ "1%''\''1' .\l}2i!\i\·,;IJ~ 

.. ? U).aVI'\t!U ft. Sdl1l~i~\l>t 15, l<iln l', Ku M, Lydtlll IV, O'M~ll/t)' aw, t.~Vbl~ 
l'li {·m À~'~;f!l>'{ •• 1 pa,~tll\flillt!n ~Ilf!,:t'~ IIIIdf.!Jll~41'IIt)P;IHd~;\SlnJ!b~lnlwrll'l 
't;,;41j,'fll'I!mJ;l !il {;J.4I1t'i-tullllll'.J. iOV\I. ,,,,,!wi!rj, iU)'lœali'u, l)n'gel~Ül!w 
""~f.t,1I" Î:.tlldllUI îl'n"OI mm, l'",ùi"wwlogy 14(flMJ.3û5lJ 

51' t:I~rpli'U l'r~ l,,~ f, b~Ül~ Il; ltlOfl St;\l1\iblwn ,'1 #lt\ldull't'Fm""'!lkaSll1;l 
14!l'Qmn"'~Il!i:l;" !,~ .'"tft~tl'!> 11 Rd."n ,vd,~ .I,h:rufiUlwJ'!ï-m\mtlp1lrurh.llt' 
t·iI;f'1i;·.m't(~\· HII.f!1!,-H'I~ 

"-1 CJ/...fIp;tIHll:'., lJl\'tllé ft ~,k~\ ~hn1\t~JIWlI ,II ~llflad"lnll'u'\,wl~ll hormul\ll 
"11'1'1-'4 i", t'<llt,!:!:" 1 R.lk.~ 1'~r<ull~L,m,,· ""'!l<~tL'I'tlIlt' re<:l.'PI!l!s. tlWtXll' 
(jl"";~ nU<l:-· U!;~ 

I]i! 'qnii.J;\~ 'r\I. S\~t~llit GU ~1l\ID Hl.lil1an a"rUlt,,,,l11ary Ilrnn~ and Ililtr.: \nlù~ 
,,,Ûê".tW· "'!'1IlU".'>!.:!' III "tll',lUlt> J'rI,,!!'u.... t\nn lhnrM Sur~ 6'}"S(j~·ts., 

,,~ ,slrflllnt Glt. Ollu'lIun y, Ililfillget lV. WellltrS l, Cnlutl' 4000 1;;1",,1 mUlt 
".lilt' hmb ImnW:lli lwr~{!ll' llI\d <vrd'lllC<l)\·ul.tr 1!'~(jI,ltum: hUIIlUJ:! mû,,.. 
1hl'lt-' t>p:'t',,,,) lWU "PU!.> M(jllm l'tt'li NfUrubl<!I6IHli ·lfl4 

'>1 14t.t~ V, MdlllWlII ()l'. Olt l'. !.thlUlzt, Iii ltl<j3 / .. ",Ill Il.' .... ~ru·:JI~$ ~nd!l· 
G'thl! n\l~,( ''''l't.· ,~ntlw", !fi ù"mm~1 \,,,«11.1< -tt "ndu!lwlilllU wlth ropId 
(i..w.llm <I::.Wl:L1tull\ ~:d '<tllnlJdull .. j).'NIi'L1I1..1!\ fllml Clwm r.3;'\.m-t ~'HnJ 

,,~ {.'I,!llx ltt.,f, th4Rl' liS, l'fJbl,~k~r f. t'lllt IIIR, Mlçhel f. GIl~n nll lm 
bf!.ld;.,1 i:Wllll'" th!:' 1\1!\l1lm d.'t",'nm·l'II trJookli,lltol\ !il ~J1dttllwltlll\lIr«: 
,u,,!. '41\lh·:l:'\~'. rh ... N~U A.-ilcl li;;! \t;A %:2"'es~1'J.'I 

~, KAlr. 'SP. (:mwt~~ WU IW~ l'lk\\f,'V""ti'f,' y li nutd Iltuttt.:n\'IQi.U'Wr-'I'IlÛC 

fl1 the ,'{.nuol ,,1 plt\lltary hll'lU{lllCc !iC(léUO/1. Alld Ils l'claUun III lUIl1illtzing 
hllrnlul\~ front N~lItoo\,ll)ÇlInljl VU~46 

~7 iW\l~'Il!l!\îm Jl', GerAnt Il, {lfailtblUIIIIlI .r 191\9 lJîn:d n.Uv~hlm '.lllltlllil· 
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"'IllU' Sl'1:wHon l!\ Ih(· t,li tindocrîlltilt'lilf 13995!>-960 
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01 Ktl%ba:1 til. O~U MI\. l'eIlt.II~(l/; A. SlId01l 1 .. Subo CA. Aodr.ls 1. JOtll' 19'1S 
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!>2 N:~oll l', tind H, IltunklrJlll, EdvÎlWIU1\ 1. 2000 Vastldil"Ul.1n in hUl'llal! 
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Les résultnts de cette etude n1 "Inlrent que d~s frngmcllts d'I~M de rates ulIdnteuus eu 

slu'Yh, lihèrent spolltnnêuumt du NO. de filçon plilsatiIe et cyclique, sans ajout de substance. 

nn cn~t. lu sécrétion du NO vario en fonction du staO(. du cycle œstral: la libération de NO 

~st 1)lus imjlOl'hUltc le jour du pro~stl1tS (Pro), pat" opposition nu diœstrus Il (DilI) et à 

f"œstnls H!l. En effet, 111 sécrétion de NO augmente de 300% entre le DilI et le Pro. Le 

ma"imUlll est atteint à 160011. Cette augmentntion est liée essentiellement à un accroissement 

è ' l\uuplitude des pulses. 

De plus. hl libérntlon de NO est eorl'télée pnsitivêîl1eïH ft celle de la GuRlI: quand 

lit Jibérntton de NO augmenteo; celle de la GllRHaugmente égnlemcl1tJ ce qui laisse supposer 

une l'clntioll étroite entre ces deux molét..ules. 

o.Ulc\:mant l'influence des stéroi"des sur la. sécrétion de NO 1 GllRH. nos résultats 

t~twent il démontrer que les fortés libérations (le NO enregistrées dès le matin du Pro 

seraient ùues à nue nugtuclltatiplJ des taux d'œstradiol CÎn!ulant. En effet; les rates ovx 

onl ulle activité NO 1 GnRR très filible comparativement à celtes qui ont été ovx et traitées en 

œstradiol. 

t'ajont du L-NIO (il une cOl1centmtion de 5.lO'lM) sur des frngml3nts d'EM de rates à 

Ul()Uh cn Pro a entraîné une baisse significative de t'acti.vité NO / GllRH. Ceci suggère que la 

mnjol'itê du NO mesuré dllUS l'E.M Iltoviclldrnit de la eNOS, locnlic;ée dans Ic'i ceUnlcs 

eudothêlinlcs des cnt1illaires du système porte hypothalamo-hYllollltysaire. 
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Les résultats suggèrent une implication du NO d.lltlS lu p1l1sntillté et la cyclicité de la 

Hbérntiml dc la OnRH pnr l'EM. 
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II 1 Etude des variations de la eNOS dans l'EM. au cours du cycle 

œstral et illt1ucllce des stéroïdes sur l'expression de l'enzYUlc 

COln11tc hmu des résuHnts précédents. la poursuite de notr'" élude n été de chercher Jes 

éléments cnpublcs ou non de confirmer l~inlpUcLltion de l'endothélium rlmls la libération de 

NO et pm: conséquent datlS la libération de ta GnRH. 

L'enzyme eNOS est une enzyme constitutive dont r activité est dépendante du 

complexe Côl:!" CaM (Forstermnnn ct (l{. 1991; Pollock ct a[.. 1(91). Nous avons vu 

précédemment (fnrroduction. 11, C"lwpitr(! 5) l'existence d'une bOlIcle de régulation entre 

r\!NOS et Ja cuv-l (Feron. 19(9). 

Ainsi. III deuxième partie de ce 111lvail de thèse a été d'étudir.r les variations 

d'g:qZr~i(ln de r~~9S nu cours du c~le œstral dans PEM, au niveau ARNm par RT-peR. 

~!.lUL,.l.!h'c't!t, !1~(H,~i(lpe pau' Western Blot. Avec les mêmes techniques. nous nous sommes 

intéressês au rôle de !,œstra9iol ctd.e hl progestérone sur l'expression de l'eNOS dans l'EM. 

en n:spectnnt tes conditions expérimentales (ovariectomie, supplémentation) utilisées dans 

il01re pr.emière étuùe. 

Enfin. !!!~ {nu!; de ln protéine inhibitrice cav~l ont été étudiés dans l'EM de rates 

cyctècs ou en c<}llùitious expérimentales (ovx. ov;t et supplémentées en stéroïdes). 

Ces travaux soU! présentés dans le deuxième article paru ùans Elldocril101ogy (ZOOl, 

142tlO): 4288 .. 4294). 



Vnl'Întlon ofendothcUal nUrie oxide synthnsesyntheSÏs in tIte median cmînence during 

the rat cstl'ous cycle! An ~ldditiollal tlfgument lor tbe implication of vascuJal' blood 

vussel in the control of GnRH telèase 

t'ImIde Ktmut: Stéphunie Ferreirn. Molika Hamdane, Christel MaiUiot, Vincent Prevot, 

Jcan .. Claude BeauviHuin~ und Dominique Croix 

Endocl'inolagYt 20U l, 142( 10):4288-4294 



(!\lt;"'U;i:,l'lf:fi~lll\~iI 
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,raria.tion of Endothelial Nitrie 'Oxide Synthase Synthe sis 
in. the Median Eminence durÎllg the :Rat Estl·ous Cycle: 
At ... Additional Argument fOl~ the Implication of Vascular 
Blood Vessel in the Control of GnRfI Release 

(~LAUDE l<Nt\tfF. S1'Éf1HAt'l'Œ F'ERRElRA, MAtUrA HAMDANE. 
mmt,I:jTst MAtLLI{)T. vrNCENT PREVOT, JEAN·CLlltJDl1i BEAUVII.1.MN, ANl) 

o(}~nm(~ue C:lWIX 
ttz..[,ttt!ll National ftt! m Sn!ltti.~t (W Iii Ree:4<>rdte Mlidtt'ïltt! (/422. In.'ititut Wdérntif rie Rf!elU:N:ht's 22. 
{ri~Uti dl' M(1I~nd(JCruwIf>Nl(l III pr~<lli!lpa.tliologte Neuronale, 59()4(j Lilti! CedC1t, FrMce 

'U~ll~\t llt"dtt!~ 1N!J\ «lUI' Lllbl»I;'IMr,y tl\lgl:tl.l!lt4td U~I!:~ th/,) V".t!~\l' 
lll'r (uld4tllllfhuilO{ du~ tnedlun e~1I.111(!:fI(!(J WtlfS l.rt\'td.ved via 
,iÎtl't('ô~i(ll,tlft!t'fj)U(m if! thll'lllOdqlllUotlQt Gnltll ftllen!ltl dijt<
lugth($ ~lrtt(}W~ eyclë, 'rI;! t"tUlI~t b,vClItt)."IltQ ih!.\t 1llSùtlt \ft! 
'I!tmli~(l tnu '\I1llÎnttulli' ".( enÙ()Jhèl!,,1 ntù:lc oxidl~ tI,)'1:Itltqt;U 
pf'tff~ill ~wl mltNA ln tb6 llicdfMt çllibte,uca nt rellllllu l'ufS 
ldll~(it ,Urrtll'tlllt!hnll]Juinil>o,tthudny undiul! i'lrtlllllllltrnlill 
r;)'ête:..Eil~lI.l~h(l!tnl niti'li:! ol(id!:lllllith~l!l,Ittrb{IlÎii iè\'èlll W!lt/! 
uï~,UI~~t'(\(t b1 \VI!!;.t~'1} Mû4nu({ i,lIldôUt<lU"t l'\itr1~ m;!dèl!l'1l> 
U):Iî.'f1l i1,R."IA tlrud$siJ! wus l)l;'.d'ol'tlIt1tl wHh Illlnttt{UlU1lÎtntlVQ 
n1'-1)(1R tfo~ li/wh thug lW}nt, n "" 4). 111il rell1ttllll.'evl.w.tl.!d lhllt 
f!ndQWl1blt llttr1l.\ i'l;fjd~ S)'nthllllt+ 1I).,ltfl!lljts y(tned nll1rk(J~ly 
îlC'j'à~ ~1I(\ ~$kàUN q:cl(f. Irtdt!Ccl. èll!toflletttd n.Il.rlc t),'iÎdè I<yu
\h~)lNtlllii l'n ~20) ~I\d itlillNA (1:\ "" 1011QVèlslfti!flJlilitl 

Il l)SOO b .ulld !It'U(I il proostl'Ui<:tllUpnred wUI} 
U, rl\ fi. l!iéi!Qlld st(}l', Ql1lllitllicnÙ()!'I AUIII)'S11f 

Wè~ î»tHl~ Ill, lIHldilnt ('i\tit'léfiCé .,llfaÛl\!d, l'rom t)ViltÎilÇlb. 
mb~ nll!! uvnrl~~\bmi1;e.t,l. E2 l}l't\zlll\t", pdll\ed rat. 'l'hll rl)< 
l!I"ltt lIhow itsiW'lifltlUlt fUl!\"emlc ln eXlIl'eSf,lÎon of I!Iitl!)Utelltd 
nlttiè (Q(,id() ~i:lthtl1!l' IH'Ot~lf!11!1 Will! ntli!nd!)thelh\l nH't'Î1l O$:. 

N
' . 

l'Hm; OXUlF; ,Kt,. nct"! ilS fi bratnint('r(t>Hul~r Ill(,S

• . S{'!l~çr {1) .tt1~1 11) g~.t1(1J'afl·d by Ult\~ isnforni.ll of ils 
!>~mtt'tl'SUMg \1l\l)'11M:. nitt\c ol!.lde l')'I\thil.5e (NOS) (2}. 11\~ 
n~utOl)..lHypt! NOSl CnNOS) (m<i the \'ltdoth!:tiat·~ypl' NOS 
In (\'NO$) ilr~ mns.Htutiw and calciuJll·caUl1od~tlin CCa"+
C.l~n d"!:iCild4rllt (3, ~J, wln~r~<ls Ih/.' indtlciblt· NOS Il liNOS} 
ma'\! lit' t.·.'(pl\.'ss~'d ln mûny ~'t,n types in rcspûttSIl' to !leveral 
.. tmltlfi iI!dudit\~ b.lcteriilt !ipt1ptllys."Il."charides .md Îl1flam
m:atIJt'ji tllt!di,îturs. (5, 6). <INtIS 15 aeylated. by th~ sa!tlrat~d 
f.xt~ ~i:tds ntytJ:Statf.! ~ndp"lmltatt! (7. St. Th~ posttrill\S-
1.tUnl~1'411 mooifn:;tÛ\ll\.<.! iil'\~ tl'qulwd fur thC' suht:ellnlar lat
.nl~t1~ ilT l"Nt)S t'o Ut\: pl,lsmal('JlUllil C'.we .. lli'lo (9). IJl cudc· 
Uldl.'!1 (('lb<, the princip.;)! i1.':?idt'fttcoat 1'role1n 01 cilvevlilt', 
('L1V('î')1i11·1 {t'..'1li'-l}. inh'riJ,('t" Wl!1l eNOS (Hl) and It'~ds tt! ils 
1uhtMioo in .1 rt1n'tJ;ihl~ Pf(ICl'SS mooula.tro br Cà~' ·Ct1Y1 
Ulll~(t'l\kIy, l!NŒi <l\'tl\'ity appt\lts tn be detetmtllcd prt· 
nl~U~' Uv th1' altunlt,u\\.."t' ur c"" .. -t .wailnble iur Us \l'11ûbltQr\' 
blJtding fn eNO::; (121 • 

.'t\l.'tJ;t'.l~tl\'\1l" {:~1f:,t {\ÛIIK1\fùÙll, eN()5, t'lttMh/:'lIiit nilrtCllxld" ml" 
Ih:t;l'.l.·~. intr.ltfrrî'fI'H'nttll:uiAr. L!\;OS, Imludbt~ NOS It ME, mt'<i4ID 
'~!1'1.l'I~'tlq', tlN(~4n"mtjn.,HY,l\'$tUtI, ilXJdll s)'Ulha:iIl' 1, NO, l\im~ odd~'. 
Kl"m, f;lm.: il~W !>yt\tb~, NSë, tlt,\\i'(\f4'Ù ~p'!QCit l!noLl~ 

ide Ii~nth,*~~ mllNA Û\ ovx':EZ prll\wd rllt median cmincl1cc. 
CO'llcwr.c.llt,!y, tilt: 'weIll 01 tht! eny-l pl'otéÎtI. tI specifia (lU
IlogéùoÛlIlnbib1tor of endothl1l1nlnihic oxide 1I1"1l tbaBIl. wcre 
:tlJell\!i\irIitUh lUl,\dilll\ emmcilcll Ilul'Îng I;lNtWU1! cycle und inl\1E 
ttôtntiYXtilt~ UVl'.E2 pJ'lm,èd ruts. A siguitlcnnt dl1c:rctule oC 
)'li~l4ifémfntlllt)tl eav.I WIIS nottld ou 100<1 Il procstruli amI in 
O\",-lï:Zprtmcù t'Ms whlln COUlpl\.l'cd with 1400 It dÎcstl'US II and 
<lV,Xf tllilpel1UYtlJy •. AltQgether, (/tellt! rellultll IItrongly f,luggllst 
LUlli hIllh NO l"1'!:teMf} from li\ctllnn cutlnenec ob$crvcdon 
Pl'9iJlItrtlil )llutbCi thlé ta an iüùri.1n!lu of eJldotht!liul nltrieoxhle 
iiyntltn!i(l eltpr(l~ion tlud Il déllCl!USI) uCibe envol prole!n levélil. 
'1'.hli" tlndIJlg!\'ttl,l/Uon8tru.tJ.l UllIt l~2 18 nbJe to nll)du1nt~ cn, 
dM)I~Int nUl:'lû oxide IIYlith\lllôùtul env-! ~presldotl boUl dur
lllg tho e5t.-uU$ cYcle tlnd ln èlqlcriiuuntal ctmdItlons nnd IiQrt
Jt~qql.lnUy :rQlnCQrcè the fdclI (but nitrlc 0,,111.0 acting o.n GnRH 
l1))(I/l$C' i.!i ~IlÎ)ntinJ1>, endothtllttll in ol'Igin. ThCStl Tesul\.S ma)' 
n1$uÎlIl)dttblilvnclaUoM ut endoUuulal u1(tic mddu $)'»UII1$1} 
exprmt$l.on nru ()üorttlnl fol' thé pulsntilelcyclic rouie oxi.do 
tnlJdhlO cl'UÎJwncQ t'clause obSCrYèd ln Il }lrovlou!I mud)'. 
ŒnÙf1CnflOlogy 142: '1288-421)4, 200U 

Among il Wldc rang<'!tlf physloluqicaland bchavîru-a! pro· 
ceSSt'S, NO hllS bl1el\ imptici\tcd În the tegulatioll of prehy
puphySl0lTtlpiC secretions M the !Y\L'liian enùnenCt' (ME) le\'c1 
(13), Mot'!? precisely. NO ID")' pitrtldpate ln the reguJnlton of 
the GnRH ncurons br stimulaling GnRH relei15c frotll its 
neuwcndOèrinc terminais (14-18), ltK.ltcd in the I.'xterni'l 
ttmu of the medlûn eminellCt.l. ln addition. in a fC(!ent work, 
Wt' ùemanstrnll?d th:lt ME fragments Ilpontaneously relc.1.se 
NO Cl9}. TItL'i NO genuratiou ls likely to be pulsatlfe and 
eyclicncross the !!Straus ryde. Morrover, the hignest NO 
cone~l'ttiltlons are measured on procstrus ûrtd correlat&! to 
GnRH rclcase 

At that tlmLt, th~ origin 01 NO Implknted in the GnRH 
SL'C'rE'!UlI'l l'l.>maillS ta be de.ît'Iy dL:'tcnnined. White flNOS has 
bt,>en detcct<.'li 111 ccll l'mccss!.'!! in the inl'CfllUll.one gemmtlly 
f,u ilwn}' fro\1:l GnlŒ nervI.' endiugs. cNOS immunoroacUv, 
dy \VitS n.'strj!;;tcd tG tl1l1 vilscular bS.'iUfl (20), very t'laso' to the 
neùroendm:rll'Ifl nQIVC terminals Thua. endotbe1ium might 
hl.' the mlljor source- of NO lmplJcllted in the GnRH rell'àSc 
in the ME.. although some nutllon; consider thnt NO ht''lS 
ratht'r il nCl.:ronal otigin Cl 4. 21). The cndothclial hypoth.esiS 
is f.."Ol'islstt.'llt with the (ilCt!llllllt 1) rilt ME frngments stimu· 
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L1t.l'Ù Wltlt~!~Pl;l'n(lIl~SllbS!i1TlC.tJ5,!iUCh fjS .E2 (lnllurphtm~1 am 
IiNl~ ta ~kas~' NO rtOlll\\\SCllltlf (ll\Ùllt1\cllttlU (11, 18), 2} 
.,ddi~ion Qf t-Nit>, i* p~~fcrc1\tit1l t.,NOS InlllbItor l'Ilheu uscc! 
ilt l.l'rlailt(\~.ii'l'i\mr"hol\t>, induc;(,!iit di,'Cf!tMe III the SP"f!ttl~ 
tl1WH'i NO/{.inlU:t n·}t'i\'S(' From filt MU {lB~ 19); ami :!I} bUta
.\é~t'ntbnWtntri~·lll,lr Ut'\') ttllt'Cthul of cNOS at'ttis(!rt!ie 1$ MOt\!' 
dt1,.}CÎU'tl'i thilli l'INOS ll{\tiS"llS~ il) mhibitùts th~ H2/pw-

. g(~Û'fi!ru"ln~luroo tintm/tH surs!:' in {)vatjt'rtrm:Ult>dft:~ 
m.ù(' t'als t::n 

1l\1t l,Kt lhat NO ntlgllt originale from CllQ(lthcUùnt il> 
wt(Wlint bl.'t\lUS(~ tt points i.l\lt "Il itnptlflaut fi.!tt1 at eud(lth~ .. 
Ua! t'eUs jt1llNU'{lClldoc;tjn~ n'gu)j)tions ilm! (,Ol1stilut~ 4 n~w 
~tU\~t>pt tb!1t Wl.' lI.wu ,1d\'<\llrcd in ourillst ·rl!SWts (11"19.}. 
HowQver, furt1\l.lr daM, am lU!UQl\.i 10 dcfinltelv «Jl\,.l>tdettlrls 
\'(ln(l,'f/tit5ilt\'llpftlÛ·ln thL .. P(!nip~,th·t'. the mm 01 thiS work 
i~ t!5~~nlij;1IJ\I tu l'VtlltU1tl' tl>t: vati'lt10t1S of eNOS expresslon 
lit itm MI: titn:ùtg \'stttms cydu \l~jlig Ifl'·PCI{ m'Id WestC!:fi 
m(lll>xp(lrinW.l1ls. À5 ('{ll'lcenh'ùüol'l'i of !:În:ufatitlg !l(maclal 
sît·fl.nd~ an' !;,rmwn tn \'MY (J(l'O$,.'i th(1 !:'Strtl\lscyde, the pitrt 
VfA)'f~t by fl .md plugelitll'!\)\l{! ln controlliî (!NOS t,'Xptl!:r
&on WilS idso jnve"ti~i\k'd ill the Ma (,f ds.treiltcd 
('V.'Itft·çtonult'd {m'x} f<1fnilk' rat ln regard lÇ} thl! ~1t'!liilil~ 
~f,Wiltk lr'Îl\ibti!')ry .1di\m nt 1:<1\":-1 on tiNOS ildivU,. w!.' n!st); 
ftl\'tm 1l\Jl'l'1ttl,lrttîoj'\ on tlul' po~ihlc existenco uf ta"-l ptoti'ifi 
III tllt." M~, Aff.\ nJI.1l:l(!jl\tetlW, le'lffl'l 01 Un! înhlbitot)' cav4 t 
PfQk>ilt \yt'll;HlfUdloo ln Ih" ME of ('fCJjllg Of stl."wlds4l'l.Mtcd· 
{}\IX tCUlait' Yijt.. 11\\9 , ... ,Jtk suppli;,>s cvidctlcf: th", t!NOS 
f'l\î'C5.'liért fil lI\$: Mll is.lSl(lmiù d~pcndcl:it und hlghet tha day 
{ft pnl\'mtu.'ii. ft~lll{\!I'c.l1t}t (Ill' tdl.U\ thrt[ NO af t.>ftdotIlelml 
Ù~!iJl!lII!1 in1 important roll!' un. C;nlUi (tl!lJ.t!iC'. MOl'1:,'<wer, the 
inl,lbilotV (.)\'-ll1rptl'in !lt'l.'tnllill \;le. nn htlpùrli,'ll\t Ult)d;t\latOi" 
4\r ~N\1S acti\1itv m th\! Ml!, 'Ih('l't' fQSultll. Rt\!~ nddiltu!tili 
prunf ftir ;I~l 4'i'>l'1L'flt!;d mil! uf vil.'1Culnt end(lHwU\llll in t'U11-
trum~I,l~ NO/OnRU n>l!lil&l'. 

Amtffifll!t; 

f,,·tll.lfc Wt!;(;!1' ta~ (t'mi. SI tlcrthl.'\Ùt. l?rnitJ.'él. w(tl~bltlg 2SO:~'300 
ft, w.~l:t' IU'iU~.,j lft t;'l~~ un illl'iO(J h·l'!ilï) h Ilghtfdark q-dll and \'t'Ill' 
il\;fJ;l!l,tI) t,U' 1."t'kt\mtl>lI~,({ n ... .Il1l \\'lth ire\! i4'~ til fo<<d Md w,ltct 
An 1;:~J!mnlMtl'i Wl'tl' {'.lUit,;! \lllt III <\r(wdiltlC\' ",il1\ lhll Euro}1eMl 
r,ltlmllltUti'" (:Ullnl;,t! Oi.u",Ûv<! of NlM'mbft 2.4, Iqu (86/~JfEECJ 

;J;\'mltru ('n:IUln rnt~ 

Vil~~tMi t:I, "\',l'l'! rn141k r;l1!J .,',1:,; t'XilIllUll'd d.lIty, (Ina mû)' NI.S lhifl 
\'dnb\tt"J ,\t tl';!,7,t tWI1 G1n'\!\'{uli",> 4>ti t~tl'llUS n'dl)l! weT!:' \t'11:'d fm- iht> 
J'n"l1'l!II'\l'tl1f1lt'llb Ft'J'it.lle MI!'> ''It'rt' luIh'd bl' dl.'e(lplt'ltio.n at HOfI h 
\jlHl\~.u11''i Il {DiUl; .lI mm\! h. tl~ttl h. 18110 b (11\ pl\WSlfiL'I WtO); <1!ld l'!! 
'~î fi Hf! .;;~nt, tH AIt,,. f,lf'ld ttoltl",:oll 01 thl! ltt1lln.thc MS iUld 
;.t!~'\!.h.j..llt'l$ HI!1\:Ut.l1.' ~1551l>:1\; WCfl'Ù).$S('l;it'l1 unùvt Il bil1l.lt'Utlr n'l:\grllt;:ri.ng 
;~l;~l,~j rollMti wilh Wi'r};l.'f'f! !ids:ltlÏlf (Mpfl\1, rt.ul!;t;} aU! Hlrul'ut thtl 
l11.1m ~itTllll (fit" f .. Um\1iflJ:; umJl!> l'tl\\tlltlOf border fit !hl) 1Jf'ttc <h~mtI 
i,lljd tll>' Mlt<!ttort'l.ln1t'r ri' !lll! !I\il~lulJilrv lmrlJL'!>, asd~·nbt'ti ~!~W (:z3i 
fuU{mll\~ nu!> dj~»'flnlO ;m,)Ç!'I.luro, !-,11ll.1.'!î C11nlilining r.rffi \wtc 00.. 
tlitwd !q!h \'t'lY littl<> .m:\tiltt.l1111<iIcll..'l frily.mcl\l' nit' \olal dl.!i'.f~nnn 
bllœ W.ls r.;;,~ f~ :{mm ({Otlt dt'\,lptlathtlt l'nu',u:h ~t:J~t'lÎ tb~l'SU'liWl 
4~di.'. "l ,l!nlh:ll .. \~j't<'i<lllt'Ù ta ,wtCllu (tllfficl('fI1 qUOtttlfil.'!! of toliÙ RNA 
N MItlt1Î"1I t.lt tn" l" 'fi <tnd f!rolar~ {5 (lnuna/.!'!} for V"l1'llff: rn bIDUUI~. 

!J/'nt'Ù!I'[1111Ut:t'd mtB 

h\irnl~·tl!\t'i1 t'!tlllJllll~ wl'f('lIt1!lb;.\\1I1V mnnet:ltltnlzro ({I\lX) ttUdl.'t 
\>i.'1111 aIlIi'itrn.'1lh 't'he MMl.Û, ~>li.'ri' dn.li:Ît'\1 in tltrec W,l\lP.S;, ~1 "ltmu1~ 

\\!f.'tl! kjllc(l l'tt HOO 11 01\ dli W1Uwut tt('\1'iving My trcatml.'nt; 9 uni" "'j 

tt't'iiÎ\i'l.\i l1~jn~to!lçlOICliH('(l oI Ea (30 pg/mt) ni lOOJ lt an da)' 1.. :.\ 
I .. "tl.' Id1JOO at 1400 li en day l'; und ') Ilnlmn1!l t/.'t'i'lvlld!le 3(} Pl; {lf!il 
at tOO!l il {ll1: da,v 15 \\I\d llng oi pro).'ll!slertlnl.' (V) at 1000 h On (L'I: -, 
;lJ111 Wf/t~k.UIJz\i tl\~$lnlednyilt 14\1Q Il. fnUws(.'(!xperlt11llnt.l[c:ondilk,tS. 
F, + \>:lti.'àtmoot tu t)\'X rn!.!) IndllCi15 thl' f.,t { surgI! nt 1400 h (6) . 

AIrer '~l~'Clion, Uw ME fragmllnts \\!(lce smcked at ·-80 C. 

nT,J'Cll {If qNOS and 288 
. '!'ol'll RNA fron'! ME N ME) WilS cx!mdcd u .. qing RNc.1SY kit (QIA

GEN, h . .; UUs,t'rowCtl) t)ccnrdUlj;. ro then"lllufadufét'S illSlrtl~ons, A 
\JiU . ti;5 J\g (If UllY tofi!l UNA Willl n·VI.'~ Iml1seribcd tlsinn Ole 

t Otmc Sîl1p trr.PCR /j;y~lem (Ljfl1 Tcr:hnologlcs, lltl:., Cergy 
J'onIQi$.'. frill.\œ}, fI,NtlS-spcçiftc prlllWcs \Vere 5ùtJil.Jr !olùC!$o usro by 
Keilhlift.l,'t .(Il, (~4l. TIll! ilequeuf;!! of titI! prln:UlI'S uscd for [1eR were sense 
S'.Qt\G AAT tee Ace 'l'CA crG TAG CTG 'fAG erG TGe îGG 
CM~'; Mda!\tlsi!ll$\t S' ·TeG AATTCCCAG CGC t\CTGCG ecc CGC 
MC t<:l·:.t', and al1~l\Ycd Olt:' amphfieillil'n of n 741).,bp rm>duct. As 
!1l!ttlIill(()rttroJ.. dlc ~SS cONA WiI!; ;ltrlpllftt.'!l 1\<I011hl) spl'Cifîc prlmers 
(Sl'l\Sl't 5'·00\ GGG CGA AGe AGA Al:G MA CT .... 'l'; anlisensc; 
5'-1\11\ GAt cm TIC (K;C cec AA<!'l. wllich sh\1utd atIlptiCy a 221} 
bp produ(t, lIT w.lS pcrror1l1.C\:l 0.1 55 C for 30 mi.1l ln il Uiornetra T 
Gf,ldW'\t (.:1dLl~ Md !ollnwlIù br 3ll t.)'dl.'lI (i1NOSJ Oi' 14 cydl.$ (211Sl 

llltlrMlon af 94 e Tilt l I\Iln, !1Jllll!<11lng fur 1 min at 6.~ 
C{:m.<;},l'lI\d t>NA~tcnsionl1tnCfor'2mÎn30. Utldcr 
!.il \"(IlttfUians, .Ibtr IitWil.rlty al Ille '1mplitlc.1iÎon W.1S 

lIb~ . j)(;ydt'S for I!NOSalld 16 cydl':l fot 285 l'CR pfOIiucts 
WCtl! li\tbj~M to cl(l(ttophorel~ ou il 2'i'" nga!l.lse gl;!l COltt.1ining 
l'lhldiumllfOfI1ure, 1l11;1\'StlU1~U(m ufillcballd&iz\l WIIS pt'fformed using 
the UKJ..bpt)NAllldd~tlfl.ltk\it (Litl;! jedmnloglC!l.lnc.), The !dlmlilyof 
tilt> Ql:l1ptm~{ 1lN'<)S }lWdU..:t WilJH'tlllllnnw by resftlL'lion l,'h%j'tnC dl
te:;!ton wuh AM, At~T, IlJ1d F.ll.lRl 

De/fiction ofeNOS (lnd cat'l/iff./ldIUJ by imm/JllobltJttinll 
Ti~~ue'$ ~ri1ftull.!I\l!i (11 ME) of the $11l111! Sll1gc.!IlVcre ferovL'rcd in !cc 

~'Oid lysis buU~t {50 tll~t Tril!, pH 7.4, l% NP··m, 1% Triton. l5U rnM 
Nllt},l mM EDTA} with prtltease in\li\:!itocs (compll!tl'. mini. Roch" 
Mulecular 8iOChl;>lliltl1ls, NmtiUy, Frltttœ). 'iOrdCnll'd and f(,(kcd oyer
I1lgtlt M 4 C The t\lt.ll cell lyS<1tC is. flu:tlVt'fcd ill 5UpflIDllta.nt affet 
tl'nlrl/uglltum at 12.000 )( g nt .} C fur 20 mlll, T'rolein concenttiltlon 
WM Lll\'lctmined u'ilng thl! 11f(ltl.'in As~ay RNgl11l1 BCA t'lt (Pierce 
C1WllUl:al Co. Madison. wn 

E~lll;d amuunts. [.f Ill\: S(llubilll~>d prolems frmn ME were St:!p\ltill('\.l 
il\ 51~pnlj'.(),ryli\rnjde gel (ratln IIct;)'I,Ill\ldc:/bts ncrylil.rn.ldc 3';'~I2J 
and ('~tt()trilllSft'rlt>d 10 Il flilf\X'elluluS(' rnembr~l1c 111e Jl1I;!mbrM!1S 
wt:ttl block~ for :m min in 'l'Ni buJll1t (Tns.buffcfl'i.i s.~linl!, pH S, Mlb 
t)OS% !1I,,\,fll\lront.tlnîllg !'i':p Il.illk.OJtm.ll1l!rnbranl1s wl1te!tJcubaled (It 
l b 30 nt ftmm tllll\pt'.tatUlt' w1lh pulyclooal antlbody !lgIIitlSt eNO:~ 
{s'ml.\ (':rtu:llitllt.'l:luw1ogy, fnr. S,1nta Cflt1~ CA; dt1ution: 1/!i()O). aI"-] 
(S;mti\ 'rull Utoll.!duwlogy_ [ru:, dilution: 1/1000) ilnd I\I!UfOUJ,d spcdfj~ 
mil!,l.'il1!NSE, Trou.dilution: l ISOOOO) nsinumm!wntroL Antlbodil1sfut 
eNi.1S, cav-t, Ilnd !'I.'513 Wt'rt! lldd.ed l:luc(~sÎYl!ly (11\ 10 the sa~ mc.m
bmt\(' Atb:;r wllShing Ihrœ limes with TNT buller, membranes Wl,'l'(! 

illl'\lb<lted wllh hOtlWIt1di.sh perm(ldil~1? conlugalt'<! nnHrnbblt IgG anû
body ISigtnlL &1Înl Qu,entin. Fr'lUQ.'l Irnmulloreaèli\'lty l'las de\cctt'd 
USin~ lin ",J:l.h:\Ilœd ehf)tllUuminl'Sl.\'1'«' dclèction kit (Ametshmtll'ltàt· 
m3da Uitltech.. (11$'\)1. France). 

Rt!lJutls an.alyste 
(\lllCl.'mrnt; Rr-KR s{\ldles. bands Itllenslly w.:tll dl!termirwd hr !he 

I~ tll the ~i,lk Diglt.'tl Sctem:l1 prugrarn. illOIS quantification \Yl1.'i 
PI!. 'dunnro br lm'l.gc Master 11) prugt<!m (AlIIen;!uun !'hnrtnqC:\a 
BloIKU} 

AU ~'Xp('n\n(>ll15 WI1fIil repic'àted !I Icatit of 4. umes 

Slatistwd anal,YlIls 

AU dilt.J, art! ?t12Sl!ntrd ail Um llU";'In T SEM D~b\ wel'll o.naly:rt'd by 
\ll\l1-lV~y ANOVA A Donne!1 test Willl pl!rft.Jl1lU'd to rotnplltf.' the data 
s!rmm tln IigCfl!Sc nIe le\'el ullijSliifi~.ntl! WA9 svl ni P .: tHô, 



llès.ult1! 
"I.uùttum [)I eNmJ IlIt'J!b ft, t/lll J'nt MB IJàl1>ttgllaut 11lU 
t'$trm.l$ f'yrt~, 

W~'51(m IIM ~lHnt5J~\j'{ltt'Nf'S. 'l1let'NOS l')mf~l:n lf.!:\Iels,\"l're 
';11.tlyltt"i in tin! ME. 'Wi\)S!j.ll\c ~:stl'llUS cycle;! hl' Western blot. 
A "'lngtt'I~"nd IIi 14ifkfJa (llff~"'ptll\ding {ot!N()Spfotvin wnl> 
4i>ft'df.'d <H~f lA} N!'î~i St'f\'t'dîl9 jnt~'f1U(1 cpntml {fjg, 10), 
*iN(J~i limlt~'in lcwt" dUfil\g Ille Ilstn\\tscyde \Vere dctet
mt1~..J bl;; tlntnh);{tlahl1n ·of l'Nt1S dt'osilon1etrlc ... ·atue!i to 
(\"Sf. tlt\l,.;;' (fi~) l('l cN(lS pto!('irt l(.l\ll.'ls 5iglllfiC!lufly ÎJ't· 
·(·tli'a5(·d (lll mmll ft ,:md l!ltlU h prllestrttS. ~ompiU'ed witb 
l~!)O h d!t':';tttlS 11, thctt n~tum{,,>d (0 Pil5.1f vâlûc on 1000 h 
ptm"tru,> ùu,l tll;îHù ft t'!Stn.1Sc (/1 ",' (HIS), 

Sc/!mlU:mfifimtli!11 t?f ,'Nt1S IIII{NA T~l ÙCb,'tlt\îl\e wltcthcl' the 
~ .. ll'·IÎl:tii:l1\ of "NOS t'mh'Îll oecurs I.\t syntlwii/5 kw!?l, wc per~ 
fvnncd Hl~l'iCn nnal)'si!t Aîl1pli1lcüt!.tlIï (lI 413Mlp fràgm"nf 
wa:Hjl;\!.liill1d irou\ tot.1f ml{NA oll'vŒ. C(l~5pandittg:to the 
l'X~'tb .. >d sil1.~.1:n~ytn1\tl\:\1igt'St1tm Qfthi~ fî'ilgtl\l.'l.it br lhœc 
d;;[(~'n~tt wSfrkt!mlt,.tlZ}'ntcs t't1l1tirmcd fh~ spL'ciflclty o( tb~ 
If CR l1rtll.llll.'t'l{dl1fil mll !.hown). 11t!! anmttut of eNOS mHNA 
tt,jS l'ti!tn ~jlyl(~ dutbllt ~tfO~I$ cyctCk 28S !l!:'!Ncd us in
ten:m! \lUltm! {['Iii· Z,At Urnsitont~frïc vnluc!1 (if ~NOS W(!rc 
flol.wab.:tnl wtUl J'1'?Pt'd it~ tho.s(' of 28S (FJg. ~a), OUf f('S\!lts. 
d~lWll!ltri1tea ~J~!1\1!(,îll\llnen'.1S{, in ntHNA IlNOS lewls (lU 
piflî;'~Ittl;,,{IStID h ù.nd lt'llllJ h cmnpl'il'\!d wltlt tltt'SttU!t lX 1400 h 
(lI,; (W!1}, Nit sfgnifiç.1nt l'iulah41n Wït5 obs!!l'\'cd ()fi 

. n 

c 

l'th l, Wt':$tI)M h~\lhJllllyaiB n!i.'NOS protèln IIlVt'HIUllt ME.ihu'ÎtlU 
'tfWffitnJw (')'ttô .<\ etlld il, lkpFl.'lIllnWJit-u tc1lultl! c(tNOSmo kD:n 

. EWa!! tltied'nslntl1rm'll ttlulroI C, 
S prot.em l(!\t~ls. ~tcin 11.!.é15 Wi.'1't\ 

ll!.iftll;'llin!J.t tl!ltll,l'ft\/l.(I('! tu tîlt'tt Ns.r~ tu ctlutrot roI' IntC'tnp.l vntia
tii:ilU. n ? Z()lltlUnals 1"''' group, DiU 140{f h \VI\! brol!~tht br:i!4t to tin 
il!flltf;iry 'Hlllw (tlttrx;pumlm;r t<l 100, mu 14011 b \Vus r;W>l!/)1l as 
tlmt1rl1! groU!> tb~t \'I.duu" 10U Ilrbitrnry \11);118),", Sîgnil'ic.'ultly 
!lill'cf{!nl f,:Ofii Ihrl140lHP a,mi). Dam uro I.'$prf!iliWd iJS {lTbitra:ry 
unit!!, 
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11IU, ,!f. t'NOSm:nNA ItWllls Jlt thl'1 ME lC!Vcl dutltllt tho èsltllUS Il)'de. 
A,1t'l'.PCRt!J«(l(ftiI1\I!fIUi,RNAw(lstl~çtedfrol1)rn~MEniDi1Il400. 
PfQ()fi{lO. Pt'IIl(JO{l. ProiBOO,lltlû ll:OBDO. cNOS dJNA WM IlInplif1ea 
os l\lJ:rnd<lf:'i30 bp tU\!l t~(lltltllrmù contrul 2SS ns 229 Pp • .klt 1(11111, 
nm lUt} pp Illdùill'. Ht HisWgmm rCprl!5llllUttitm of \lNOS rnnNA 
VLUllltJQll$'.lJ/,1vdllllfm1lNAwcroexprr,slit!d (1" Il mtÎllofdcllIiÎtA1matril: 
vruut!llot,ûNOS tu 285. li '" 16 unhuals }KJf group. onJl400 mtil.l WIUI 
brongM h~i!k: to lin nrbltrnry vnlue r;orrt',~pondlng tl1 100. D11l1400 
Wru! ChostlnJ'ilH'$. Wlllfnl groUll (bll.stll vruut' .. 100). *. Signific:mtly 
d!J:rt!ît'nt ftom 0it1140il' (p <: O,mi), Datu !Ire Q~prcB$(!d al! ùt'bitrory 
UIlU~ • 

procslrus IBlJOh untl i!stfl15 0800 h. Thes!! 1'(,,'Sults 5uggested 
thatcNOS m!~NA It.lvel fs tratt.llhmtly a.ugtnéntéd tm 
l'l'oestrus da,.. . 

. S{fl;ct of iJt'iIt'ltlh 8t~(()tdll cm t?NOS I!Xpre88101l 

Tu assess wlwthet fia was uwolv<.'d hl the regutution of 
eNOSlevels durlng l'straus cycle and to delcrrnlne the pu
t(lUve mll1 (1f progestcrone. rompârlsan of cNOS êxpresslon 
WilS ~donncd in !ho ME of uvnriectomized rats (ovx), OVlC 
fûts supphmwnted with E2 (OVX + 112). itnd UVK + E2 rots 
supplementcd wUh pmgestcrone (()VX t El + Pl, 

Varmlicms of è vos proUIII lt'V'rls iu 1hL' ml ME lu ~:\pcrlIIICllf(ll 
ClllrddwllS. We anill)'?;(ld èNOS protel1l1éVcls in the Me from 
tlu.'SC <:Ini1llnls by Westt'ffi bJot (Fig. 3Al. NSB wus al$o an~ 
alytt.:d n.q intnfn<t! ccmtw! (Fig. 38J. and cNOS lavel !las bt-cn 
llOtîl1aliled wllh respect ta NSE (Fig 3C). 'n\C uNOS prot!'!in 
!lNéts signifkilntty Încrellscd in the ovx + E2 rat MI! and in 
ovx + B2 + P rat Mf! (P ..; 0.(5) 

St'nltqlllmf·;·;.tiull 01 eNO$ mRNAtil tl/I! rat ME level tl! cxpcr~ 
iII/entai {CJ/ltil/lOll.'1. As pruviously dcscribed, WI.! dett'Ctcd a 
tlllique band nf 130 bp cOrtt'Spondmg ta cNOS cDNA which 
w.\s nm'mnlimd to 28S (Fig, 4A). 1\9 shawn in Fig. 46, tWill-
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1<'I« :l. 1i\\':!tImt blllt tm,l~Yru.'i uf t'NOS pl'ot~in kw(!lil in wx rot MB 
~{h,'lI:lm;~I\'l%f~tM&tnYilt~l",ithEll{Oy1t'" E2JlIfilM<trwlUxE21ll11G 
vr~$!tllrl'l1!"IU~ '" I~ ... Pi. ÀMd n, R!!prCSllntaUve t't'sulbofifNOS 
and Nb'E, t\'!ltret:Uv\'Iy. NSE was I,Ill;(ld ns lllWl'OJll tonm,t C.l:Haù:l· 
:t!'r'JIa 1'Cj!rî!ll('.tllnUtm Ilf cNU8prottliulo'ich! !Mveltl tif pmfdn Wl!txI 
I:lll~rl'S$n! iUlIWr(l'fi! N'SE lI) r!llltfoj for lntctlllll vnritüil'ilUl; Il '" 20 
Iluhmdllll!1f gnmp O\·x ratio Wllii lmrught buclt tG nn I1rhltrar)' Vahl\! 
.. lm'$ll!li1lli~ t\1 lOOlWl( \VIl!!. Iilllllli11'1 na 1'/;/, . contrullttaup tb(Ultl! 
~'fllllll!O IlJtltn-llUrllr~ Ulli!tl) $, Sittnllil.'antly (\lJ'fCl'llfltÛ'bm (lV);cIJ ". 
1}.{15t. lM"l ntl'(')tpI'INIlIt:1tl U!! \l.fb\trol'1 \).t\It~, 

m('ut with li~ ut In'X t.tt'i t;aU5l'd .1 vcry lmp!ltt~flf cleVilticm 
{·NO:; mRNA in 1111." MIl (If (}.U~), Tbl! ndûltionld supplc-o 
111\.'ntJlltll'i \Vith JI t"d III û dl;'éflM5e of t'Ne)!) mRNA C:Ul"1Ccn· 
lt,\tmn!\ \tHlil\ht ll:vt'ls, r,~" SitliHJ'l.f \{, th", ()Il1.' Qbser\'ed in o,,~ 
'tnimal!i (f:jg. <lIn Th~'5(l ït'!'''Ults S\lggcstlld Uiilt 1::'2 exel~ts .li 
llfinn,tl.\fOfi' l'itCC{ lUI l,NOS tr.msr:rif1t th;,!! Sl't'lM lI) he 
blurkt't! !:ly pmgl·sMtltW. 

\talmtwn (ff rnl~·l ,mJfI'ltI tfrels 

lt lOi \'idt knmvn th.,t tht' dimlnutulU of ('.w-1 f.>xpft..'5Sion ili 
il$$"l(:jatnl wlth iln m,n'\t~e lt\ ('NOS i\cllvnti'lIl (12). ThUfIr, 
(.1v-1 l'!mMn v,trliltinns. Wt:t"..' ilnlllyz(~f fIt lIn> ME luvel by 
Wt'St\>m t,lot ni::> Mù1tysis was pCff(lnncù cluring the cs· 
tmu!\ ,'wIt,- "ht> ('l\"·1 prufL'm lt'H-!" dccri'.l5I:'d 011 !lroestnts 
Uîl.1l1 h U'I}1 5A) Hi~h Il>wb of ~·i\v·l prutl.'it) Wl'tc dctcçted 
OIlt!it-..,\nt51( 14tltl Il i\nd t'ft'it'Stnll!. t18lltl li t,Q\,cls of c;tv·l ou 
l'tm'!\ttU'i HmU ft MId 1'~l:ttl'" UROU h wl.'re inl~frt1edial'Y (Fig. 
Mi). W{"itcm b10t >lll.1fvsis oÎ c.1"-1 in ME sI\ow fll.u E~ .ind 
E~ t P tcc.t:1ltl;nf" ln vvx m'timats l't'SUlt ill.:t dt.>t'fl'ilS!.·of Cilv-l 
lmlt('lllll'V!'l~ IHg fi' Ct)Jl~l'{l\ll;'mly. stt'rolds ma}' havi:! an 
01'lpl1siW n;"gtl1,linry rt\f~ t~l1 cN()s ilnd ('Av·l 

Dist::Utn'iiou 

ln t1tisstudy. tI!>ing RT·f1(:R and Wcsl!!O\ bloltillg. ~xptlt· 
i}lI!'11t!!, WIf! dfJmOll.stratf.'lf tf4lt ('N{)S I.'xpn'IJSi<ifi iront {('tuaI\! 
M~' \'ilricd Itlllrkl'~UV JÇf(i'i5 the ('stmU!!i ('yd!.'. TIIW. cNOS 
mRNA l'XJm,',,sJ(lIl. wlndllt. Inw ûurmg Jil'slws UI inCt(',1!ied 
• lbmll <il}'.';' ml tlHOn h ,m:d :ltl'\, on 1600 h pl1l(..'Stru5. the" 
(t'hlftll'd "li"l'!"}' ab1\> \l11 pWt'!l.trus umOh und l'Strulil 0800 h. 
ilntb ptl1tein.mti mHNA II.'\'t'ts follnwcd simtlîlt variations 
,1\ .. a fm\l'it"l\1l'tlC\'. t'NUS prntein cxpn'SliltU1 is hlghest tll1 
tl.lllj{l fi .mû U<ll!l h ~lrn{'strU!i Uliln on NUl! h dtlStrus n 
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lo'lJ.l. 4. 1nt1Uf.!nCil of îSmroidsllll the eNOS mRNA Icvt'llInt th" :r.lE 
mv~t A. n.T·pen t?xll0rl1nenta, ttNA wall Qxtructtld frolll .ME of !Mt, 
Il''~ +Sa und cmt + E2 + Prots. cNOS dJNA W«II IlmplUjeù !l.!I (1 bllrnl 
Ilf' 730 bp. 2BS sflf\'ëd as lntérnnl l.'Ilntl'ut Ùlft 1ulIe. DNt\ lOO·bp 
huM!ll'. B, Hî.!Itl.lgronl l'I'preacntatian of aNUS mRNA vadatlons; uvx, 
on + E2. on + E~ .. P {,(l'vels of lItRNA wcrc exprcJlselÏ ns Il f4'iikl 
uf t.:>NOS d()n!l!tollllill'ie vnlU!l tu 2SS~ n ., 16 nnlUlnls \)l!r group, Cvx 
mUa WIU:! brouglit ùnclt ta an nrbltl1.lry valU!! corresPQnding tu iOO. 
Ovx WI.l1\ cho!len (\l;\ liB. controllo'l"OUp (basal vnlu!! '" IOm, *, Signïû· 
CIUltty l.fjfl'vP.'ni f'tOîllllVlt <P 0.051. Data nre exprcssoo l1!Illl'bilrnry 
«ulla, 

n\~ part plnYl'd by NO in c'Ultrolling GnlŒ rclcase into 
ehtl funl.'strateo pituitnry porlal blood V(.'!l!lCffl of the m4>dlan 
I!fl\Înen((l is now eVldcnt, Inhibition of the NO pathway by 
kv ildministrntion t)f NOS inhibitors or nntiscf\S(! provokes 
1\ laek of the GnRN/LH sèttC'lmy .lclivit)' (14. 2,2). At the Me 
\~Vl'l, cNOS in,munurcactivity WilS ()bscrved nt the extctnal 
rotll.', \'ery dost! tu thl.' GnRH ('l'minais, as opposed to nNOS 
imltnUUJ1t!lictivê ceUs lo<:at(>d in the tlltcrnal ,mn(l of the Mn 
(:lO, 25) rn OÛs regûrd, il ilew idca has cmcrgl'(\ suggl!stblg 
tI1,lt NO might rather hnve nn endothelinl origin and bas tend 
[0 thl' conœpt tbnt vilsculnr endotheHum might have il role 
in neuro(!n~locrit\ë controt,; (25). [nûccd, ntùlough sevcra} 
autlmrs have dCIDonstrntcd the importancc of nNOS in ron
trdll1ng CnRH t"U bocUes ilctîvit)' at the preoptic llf('a and in 
the Mf! (14. 21. 261, the tllnjot'îty (lf NO measured nt the MF. 
I('"el nüght bc t'ndothelin\ in orJgitt (Jaing nmperometric 
probes, Prevot cl al. (17. t8) show tlù1l rat ME frnt;trll,mt!l • 
stuimwtcd with t.'lmgl'110Us 5\lbs41UCCS, re[l.'asl.' NO and givè 
.trguments for ail cndolheli,,1 Orlgul. Thcsnme authors dem· 
uru;tr.l1e th.1f thls NO sbmu}ilh:.'S GnRH rclcasl', Thl.' l.'Ildo-
the lilll otigin of NO secreted fmm ME fr;lgments l!l aIS!) 



FiU lf. Wt'5t€: .. tll hlohllÜIYlIitt ur C,l'l-1 protOl!i II.!~Un t!'ltMEdunbl{ 
UII'~il4tlU!H'jit'k' A, n!!lll'flutl"ltaUl/1! nl"",ll$llfcnv'l {~klJ<t}. li. NSt:1 
W(l~ tt~~d li\t t~t*5m!'lt tOlllrn\. i\ Uiilt{lgl'llm r~ll~tllltûtilÏ\l tit~v.l 
ili'utf'Ü tcr.'llllt k>'c!~.tIf pwtcÎn wC'ftl uxprcs~i:I à.1i J1ett(!h~NSE {p 
J.'Wltt~J ~~tir.ttl~~lÙ \'.ll'1M!Utîll; ft . ." 21l1ll11lMla t){!î'~11 }, 'DiU UlJllll 
Wn! bruttWtt fltltk (!) nit I1fbitrnr)t vaJuo ''ilW'l>pI>.ri Iml DJtI 
lillil1 ÎI W.;lt\t}tlllli;i{ II!! l'N, 4'!ll1lfUl ~ttmp Il.tilll\ll \lalun lm:! uroitr4r:y 
ùfÙw~, ,., ~q,'lll1kant1y 1lil1!!rmt ftilillDlttNOU I,P OJlât 0:\1;.') tt1'{! 
etpr<:;:;1!('Q ~ arflltmt:r Ull1!n, 
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l'Ill t; Wt':ltetl) bJjJ~ IDmlYijl!5l)f cav·! jlrtlWill la\"ülsltll!\lX rat ME 
{O\1t~Ur(lVli\mdnattatrd:with~:,uOyli: + ~t(lll)il!ll)rwithi!J2plus. 

. P«'~:,lt'Îlfm'1{l10l& -t .El.! oj ft;. A. nr:prc;.}ntttûll(l «,sults liT cn\'·1. 11. 
~'Fle WIB u;;;l1d us ln"kfllul ('Qnttt!~, e. Uulto,rttm tl'pl'l.'ill!nt.tl.Ûun (lf 
{'~W"llt\')lC.U) wtdl!' tiCvvtl! nr prorel" w('rtlcxpro$;\e!l lUi ptrn'ent NEE 
tm.'@:trul1i1tj!lÎt'1'f1l.livCltll'tllIlt!!; n ~ 20 nmrutt!t; Pi!r group., .(h-x mUu 
\lt.tlt bmtlllbt ba1!k IJlnn lullitrllr;)l ~ilmllpntlllitlg W 100. <:Mt Willi 
dll!$\'U tlS u:. WnftoJ gfllJlp ImlJ1!l1 "uluC! ~. 100 llfbitrtity unilBl ~. 
t\i:.tmtk\}tiU~ ·lhltffllnl. fu>\'l n;<)t • El " 1) \\;)) Dab nte Gtltr~ 11$ 

ùlbllrJr~ Ilflli:} 

\'ilfl5iish'ut wHh tht' \vork ot AgU(\1l d Ill. (~), shuwit\s. tllJt 
i.:v û\llrurustmttt,n \ li l'I~n!;> (\f.lfi~i\Sll ÎS tmm) (!fficadotiS llultl 
nNOS .mU,*'f!.s\' in ~\tPtm's.."in& the li2lprogcstcfont'
iru.hJHld {.;nIU&: tH fll/lNt' U1 {)t'x tf/1.n«l .... r<lfi'} ThC' r«lle of 
«.>11-.:05 in tl!pnltiudlV\! fum1tonil \s rNluul'tcdby the tlb~'r-

vnliu1i th.n cNOS KO (emale micc prt'silllt dys(um;t!on ln 
~didly, tlV1.t1.ülcm j'lU", {warin!, motpl\.olt'tU'/IUld. ntt'foldo
:g(!11Sl.~ (27). N~vet{ht'tcss, In.spltl.l of the disot.dcl', I?NOS :KO 
Cëtnnll!tflk~ üre stin !crtile 5uggesling t}lnt the 10s5 ol th!! 
fUnl!1ÎQfi of th~ proll.lÎn dl'tiv~d EmIn the dist\lpted.get1c is 
Cl!l'I\pl!.M.lltid br other tflechnn.isrtIs. 

Recent/y. ''i'e provichid f:(lll1pclling evideoc(l demo.!1stràt~ 
wntlle importante orNO in contnlmng GnRH fQlili'lSedurmg 
the esttauscydl.l(t9). lnd~d. spontan\"!O\Il> NO rotêilSC lrom 
ME frôgmûnts {tom \."yding (cmill~ nPl-,e,lféd ta be pulsatUc 
~tltd eydlc. in paraIlel {O GnRH rct<!il!"!. NO 61gntftc:n.utly 
.Îllt!l'.iïSt'd Irotfl 080011 prot'Sh'uS to 1(J{)O h proC5truS In this 
prllviotls study. the NO puls.ltility rccorded at the ME lev~l 
WrlS signifkautly h\hibited by l.-NIC) nt 5·10'7 Mt il pref(!r~ 
('J,tlal ('NOS înhibito.l' Il t titis concllntratlon {28).ln the present 
d,ito, br evaluating the lt'vel of cNOS expression in rat ME 
lIerus, the L'strQUS cycle, We show (hnt the incrensc of NO 
l'I!leaSl! <lt\ }iroost-rus is et)neomitnt1t tu a1\ increase III eNOS 
sytlthl'Sis. TItis nbservation reill/orres the Ide" that el'Idolht. .... 
liurn i'i tntplîcatcd in the GnRH rell.?asc durîng the ~strous 
cycle. 
. 'nu~ foIlowing point to û115Wer now is: whût lq itble ta 

5titnulnt~ eNOS duting lha (!strous cycle? Activity and (lX
ptl!SSÎI1Il or eNOS are rcguhltoo by var/etui moleculïm (29), 
includl\1g El, 11\e faet \hnt î)cNOS variation!'! arc obsefVôd 
dW'ifl~ Ihll' t'slrons crda nûtm'àlly sllgg~sts Ihilt Ilreroids nre 
impltcilled Ü\ tlû.~ phenomt'tltm, ln addition. a prevlous work 
from mu Itlho!j\tory has also rcportl'd that B2 WnH able tu 
tl1duee v!Yry tilpidly il secrotiml of NO, 5uggesting the îm
vll(\lUon {JI il membrane [l'Cep!or for El (lH), I3csidcs tlli ... 
tapid I.?rk'tt. it hM ;\lso bren dcltlonstrotcd file existence of 
It)!,".,-\erm cffl'tt of E2 On cNOS mRNA (30) "t'cl pfOh:~ll.i 
syntnesis in cuùothelial Cèlls cm Altogefner, thesa reBu!: , 
SlrtmgJy !(l;')d Jo think that the incrcase in C'NOS levels are 
linklXt tu stcroid variations. More prcdsely. it Stl(~m$. thM E1 
ls th\! ttil:Û:tl S(\J\adal stel'(lid 1'Csponsiblc (or this itlCtense: 1) 
tr~,ltment of ovx wllh E2lncreûst's NO secretion (18, 19) and 
5111lUuotes cNOS uxprosslo.n in UlC present \Vofk wbile; and 
1) th!.' subset1tlet\t troattncnt with }) of ovx + E2 \lnhnnt"l 
dccn.'l'ISIffl NO sfflelioll (19) ,Hld suppresses the slimulatoT}' 
l'lfcd of E2 01) eNQS mRNA expression. However, il can he 
tlO!l"li th,lt. in tl1C5e expel'imentat c:ondUions, levl'Is (lf ('NOS 
prutein roln.'Ûtl high aftr'r P suppll!menl41tion, suggt'sfing that 
P hn/l mt Inltibitory cffcct on cN()S mRNA expressIon but not 
011 cNOS mRNA tran..,latioll. Convcfsl'ly in physiologie"l 
comtluol1S, r.t:'. durlng the cs trous ('yde, both cNOS proteln 
and cNClS mRNA levels dre1p bctwcllll prO('SfntS 1600 ft and 
procsttus l BOO Il and retnaln low on estrus, At Uw moment, 
Imlo Î5 known abl\\lt P influences on NOS transcription. lt 
had ~e1\ dl.!ffio1l..'itrnted that trcatment wlth P caused il Ume
and dose·d~.ndimt inhibition of NO production Iw nme-
f\lphag-c Ci,n tines (ltAW 264,7, J714) by reductlon of iN03 
mRNA (32, 33), Wf! surmise that alter the n2~stîmula\(~~! 
died Oll cNOS, P mi.1y inhtbit cNOS~(1f1!.· expression, ta OOffic 

bilrk ln lmsilI valut: of l'NOS m,RNA obst>rvrd (rom 1800 h 
proosmts ln dicstrus Il. Important eNOS protem conc.entrn· 
Uutlubserv",d in 0\')1( + H2 + {) animais lirc probàbly dtll! {o 
il ltlgh pl'l'vious synHIt'sls of !Ill.' elll}'tl1t·, in respcmsl" to ë2 
ln Ihis expetimcntal COl1dmM, 

A. .. stated t'ûrllcr. cNOS 15 n~gullltl'd by il transme.ml.mml} 



pf\lt"ill. \{\\!" 1. Indl't'd, ln :r,i~t'uII1tCTldDtlwll111 (,4'lJsI cNOS tg 
ttlf~f!t~yd JI} plil;~~t,îtll!tiun~l é.\VCl\}lte t3.J}*wlll.îtl!' if inte:tatts. 

. "'.itb \\\",·1,11w fnM'actlt1n u1' QNt1S wilb t'ilv~l {l(CUt5 br 
di~~ pmWl$\'rfO\\'~\ fnte~at:t!~ln tl\ut bwQlv~s 40 ilminu tlt:" 
f~5· l'vAlan M~ttin lh(~ t',U' llt'qlWm.:C' {35, 56}. t~rmt,ld lil!.! 
"!:~\'\'(lilA ~i\fMtlin~ dNtlain'" (3n Couplcd ta cav~t. ~NOS 
l1fl~,'m~ ts t4)t\wally tnhihitt'\;, 111~ d{s:rociatlon tIt tn'". .. l from 
~Ç}S ditl:d1t J:,tivilR"fi lh~~ l'f\1.ynn~f wbicll, tralliil.lîtatl:i> tu 
inttj1(:(.'lJulm~ :atl"1l (J4J ln 01(' plt'St'l1t study, the 1nlitt':4Se ,in 
l~N(lS pïoh'in l!:I1ptt"iSlfm and th\: clt>ereil!l(1 ()f I:l\"'-1 protein 
1!»ip~iott ~t th~' ME 1t'vI.'1 ~m the nftl.'ruoun of prOt\stcus 
dl'mofl<;trlltt:' tflolf thl' hiWll'NOS m:tlv!ty fl'Ctlrdcd was due 
~tl iJl1 i11Vî'f5t~ mode ~}f lt>gtllaUoJl t'If t\Vo întctadl\'\.\ mole
ï:uk'S,. 'fh~ litllllbîtl<\UtlU of h\t't.eilStrd l~Nœ 11Ilil dl.!(1t>il~d 
(,"fol l'li~1M1,*j(m untier the tnlltlt'nt:u of ~ h;1S been pre\'l. 
\tll!ftI~'l)l\Si'rvcd Ul pi,lhlft~~nolarby P!.'Lligru,u t'# iiI. (3S}, lthils 
l~'.t'n shtJl\rl~ tll<1t l~;! liUm\lllltl';;~NC:l.l) t'Xpn!l\SltJl\ Ilnd ACU\'lty, 
thw\1gbdown.t('J;ubtlol\ uf cilv·l, How~vcr. the l'Ibili ty of m 
to tlWdif}/t.'NOS 1l~:lwitY/~'xprt'5Slon \'i4 cootrcllwg Cil\·~t 

i,,"QJ\~y 0I1t' pQl:i~.Ilt!lity tu \'J\pltlll1 ttlCl \!\lli.l!ÎQ11S of 
~ ~15 fln11,·stl'l.IS, lnr!i'ro, il, addition ft'! {nyrIs-
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fll~1~1.f 1ft '1\lt .lf'n~wrum~l.ri.: m()d~'l. whi~h did nollnke intn 
IllZwvnt Un" ", ... pn;! ,ult! calrlun\'indt~p~lnd(~i'lt llwdmufsm tll
n1lttd lit t'l\;t)5 i1rtîlinUul'l, 
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tf.littlfls (ffE? Tile MWl fc\'els {lf NO trult l'Ire obSt'tved eon· 
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~nhll'lf;).ry t)rof~ln ('.w"l 
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('>e travilU lUonlr~ qw~ les tnltxd~AnNm et da protéinesçNOS nugntcUtcJ:it 

$tgtdfi~nti\'ctnJ}nt en 'Ill") OSOOh ctCJl ;Pro160011 pllt O,llllosition nu DiU 14QOh. C~$ tau" 

.retnutnent ft l"~tut l'msa! dès 180Gh en Pro. 

tn sU{lpléml!rttt\tiuu en œstradiol seul ou en œstradiol et progestérone chez des ratcs 

Ut'X elltraÎne nne nugme1ltlltfO]ï du taux de protéines èNOS dans l'EM par opposition aux 

l'tites o\'x.l/œstl'~ldiQl pl'ovoque uuelll.gmentaUon signUlcative du hlllX d'ARNm cNOS 

d~tttg PEl\t. til progestérone semblerait inhibitrice: sur la ttlll1scription du gène de reNOS. 

mais Ce r6sult~tt teste à vêtlfi(Jt . 

.L "clpressloll: de ln protéine f.Hw ... l présente tHt pratt! inverse de celui de l'cNOS ! 

J,,'S inOx de l)fotéltles cav" 1 sont très signifiel\ti.v~mellt dilllinllés il. 1600h en Pro. Les animaux, 

UliX présentent des ttllJX élevés de çl.l-v .. l .11ar opposition nux animaux ovx supplémentés en 

œstradiot seul ou en œstradiol pluspoogestétone. Les stéroïdes~ et not;nnmcllt l~œstrndiol, 

'Ont dml~ un effet lttverse sur l~cxl)ression de la étw-L 

1,,\~nSC1'llble de ces résultats suggère que les fortes libérations de NO mesnré~~ 

1'fal11'ès",midi du 1)1'0 pourrniellt être duesn. ulte mlgtnentatiou de Pcxpressioli de PeNOS, 

ttmis égàlemeut ù tme dimÎtmtioIl du taux de la p:rotéilI~ Îflldbitl'ice env"l. De plus, cette 

rêguhltiau htvcrsc del'express;ol1 de Ces deux pl'otêines ferait intervenir J'œstrndiol. 

t'cs résu2tuts dêmolltnmt dêfinitivemeilt l'impUcntioll de la eNOS dans la libê.ratinll 

de ln nttRH. Ce travail npporte pat nilleU1S un nOln'enu concept en ncnrocndocrinologie 

seiol1 lcqucll'cndotltêlium l \'iu le NO synthétisé par PeNOS pourrait llVoir UI1 rôle cnlcial 

dans iccontrolc de ln pulsntilité des l\eurosécrétions au niveau de l'EM. 



III 1 :Itllplicntious desncltl'Opeptidesde l~énliueîlCe 11lédiane dans 

.' ta sécrétion SllontmtéetleNO 

:t~t lib6tntioll 6110ntal1éede NO ,par !"llM ,petlt être liée il un fonctionnement endogène 

dcs.tellulèS 'emlothûlh\les des cupilmires du ples.us potte. Cepel1dtlUt. elle pourrait être liée à la 

fnllsatilité d'autres systèmes peptidergiqucs se termirmnt dans la zone externe de rEM, 

SUSCt111ibies (r~lgir sur les ceHlùes endQtbélintes. Pnrmi les nombreux neuropeptidest nous 

nous SQllUlle5 tl1calisés sur deux d'entre eux aYUll{ des sites de liaisons dans l'EM : le NPY ct 

la g:d:l1liue. 

1) IMlt~ du NPY 

te NPY est corron pour sHnluler fa libération de GnRH in VÙ'o (Besecke et Leville, 

1(j~4)'etin vitro {Bese,cke et al.tt t994}.ln VfVli, l'itl1pIlca:tion du récepteur YI aclairerncnt été 

êtnblie chet le rat (KaltTl. ct aL" 1(92); mai.sa.uçunc étuùe n'a démontré Wl rôle du récepteur 

Y2. C·{"{lt'ndan.t" hl stimulation des récepteurs Y let Y2 sur les 01'1 in vi/rOt entraîne une 

libênttion de GnRH {Besecke (JI (JI.. 19(4). 

Compte tenu du fait que les cellules endothéliales expriment les rérepteurs Y 1 et Y2 

au NP\" et que leurs activations entraînent une sécrétion de NO (You et aJ.~ 2001), notré 

bypo{itèse de tnwuif n été de supposer que les cellules endothéliales de ItEl\'l, indispensables il. 

ta libêl-etu.m de NO 1 GnRH_ exprhnellt ces récepteurs. Le NPYt dont la libération dans le 

~yst':mc porte llypotltahuno-hypopbysaire augmente le jour du Pro (Sutton et al.. 1988)t 

110urrnit partdtêlell1cnl nctiver ces rècepteurs, et contrôler la Iibérntion de GnRH via le NO. 
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n)l)l1tlS \lU pnml1er temps. llQtlS1iVOnS cêt\ldié,pnt R! "peR, Vexlstellce de récepteurs 

Vl:u& Y2 nu NPYduIls PEIvI de l'~\tes. 
'i-~~"'l ,h,,, Tj\l!~. \ '\'~" '_'_ ': _ 

hl Dtmsun deuxième lehlps. nous nvcrns réalisé des U1e~vres all1l,)~l'()~létciq1fes deNq 

... ··~:1r..~hl~n19;~ls~ip~EN.! d~ ï1~tesq HmOh en Pl'O et en presence ~'~t!n!ngoni~tQ~,sgêçit'itlues d~~ 

!S~t~.gnÎ;Xl pp:, d:nt11a!Ç.nis,t,~,;spéçifi9t1é~des ~êcep~~ur$ Y2. Les conditions de mesures 

ml1pêromêtriques ct de dosages de la Gl1RH sont similaires à celles décrites dans notre 

Cctravuil nnboutit à une publication dans Nellf'OI't!port (2001. 12{15) :3365-3369). 
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~nvolVèmentofNPY Y2 receptor subtype 111 
the, control orthe spontaneous NOIGnRH 

r~lease at the rat medianeminence 

Claude l<nau~CA Myriam Marlot Tran Van Chuor, 
Iean .. lu~ Jfrpu.;Nar~oJj GenevièVe MCirttfJUX. jean-Claude Seauvillaln and Dominique Croix 

fN5Ë!'i.M .U4~ lFR2l. tlnM d(! N~U(Q~l\doçrlnor6~ÏI et fihys!9pàtholOgle N(l!.ll'Onale, 1 Phttè dé Verdun. 59045 Ulle C!!do;/'.; 
ffJQèbrlJls:~r<t(l~èllli;!imFtafltè. $llOà Rerms. rratlte 

. ~Cqrfe$pon$lg Autlior 

R«eM!f 9 JuIf lOOh :act:eptt1d t5 August 200 1 

.. ------------~--~------------------------------------------~----~ 
. Thé ,~~ of l'Îittle o)(idè (NO) (r(lln \':Ile!1l.lt flm:lQthéltmn lrtthl.l 
~Or4>J >~ 'Of GnRHrdu\l$é l'!t t.i,~ mediall ~Inlil1!n(1a {:' :;j ta.,ells. 
wii1r~~.tïblilhl;ld. Iflt~taW()Il!l1l~t.Wi';.enNPY. rèel!pt(j!'léndQm~. 

. liUmr!ll~rr~ ~x1~. ~mçtéati1 demQfi$~tlld, White: $1!.'1(lraI $tud .. 
1~ Imp!l@.t~ N~'f Yl teœptor tri tnè (Onwot QfGnRH1tHat 
th(!tiffit$ . {)ithe l',lreo'{{Jlatory U-l surall't out rë~uft,$ al$o 

d~mQnstt"atl;1 the Imp!!"tallcè of NPY Y2 rot:epyot lnthë 
C.Qlltl olof GnRH rc!case vlît Iml:Î.:>tflf.lltal NO. 'Ile eondudà 
th~t. NPY ma)' he OM of th\} elelnentslmpllcated fn the 
g~tlètatfMct the sporttltnl.!(it/$ NQJGnRH via Y2 rt:(;op.tol" 
loCàt~dQn endothélium. NeuroReport l'l:336S"3369 ©' lOG} 
Upplncc)tt Williams & Wilkll1$. 

: 1(ey W9'fd~ .etidqttt.:ll!tIm GIiI\H; Hlldl:m ~fIllllM~; Nil:rie u:4è~NN Y,tl!tl'!ptQ!, 
: 

IN'r'iitoPUGTfO·:'1 
&tv.;;r.tl [t.tdltl:8S hllVe indkatedtImt NPY J5 Ûitplitatoo ln 
Ih!~l;rol of !è.~Todu,Hve f\.UieIiofl. NPYsUmwateli Gn1tH 
n\ellse from m~d~11bns1l1 n.ypt'llhnll1tUus in tffrq Ill. t'nd 1$ 
~tu.;t ... d inl),'), Ü\\;1 hyp()phy5~i'!t parMI cir~':tt1atiun tt:l n1o;.i~ 
·Qtlll~GnlUJ,jmduegd LH s~tretlon taJ, hlttaeetEbrat ami 
~dpht?ml htuntH'ltmü.utrâliti\tialt $ludies luw~ alsQ sho\'.'n 

US: M;lYl 1:iclth ln lÙê hYPoUlammU$ (31 ilnd at 
rtpirultary gl,1M IlU atê 1equisife Jor the 

~'lab{)rI'lU(jn of 11111GnRHILH 5urge. Anôther ~xpPrlmml 
hû~ k'$tablkined that èXO~etl()1.IS Nl'Y exeds a stimuwtQl')' 
fttI~«(ln ·GnRH rerea$~ ut the MR in ri $teJ'o1d-depeualmt 
m~flm!ft41.l)nrL~ the estrouscyt'le, th~ prP"'Sttul.< • 

. m1l1k~ 1:1)' Mmi:t~SI'J in. NPY COtl~ntllUQns lnll'I!· 
whkh t 'll\ul!:lf!,'!$ th~ GnRH/Ul IH.ttGê {6:1, iman)'. hisa 
1~'fc:11* ct NrY Jl:t~ dt'te~ted :in hymill pt7l'tal vessel 
rÛlSmtt in lne affcmutlh of . . ' 

"flte actil:!t'i ut NPYon t;nIUi rcleù$li' l!O\t1dcSSêlltiaUy 
~.:ttt 1ft1/. !l\'Î) NP)" rcell'pfor Stibtypes, '*Y~hiw th" Nî'Y Yl 
J'i'rul:'fû!' .Î$ .. t-nni)\;1't . tor ifs sUmuf,1t':JrY dft'd :On: CnRH 
t~fmif'J\l> ri}. \lut tt~f:l of tbe ~2 yç\'ep!\l}' ~ubt~l\il' in ll\is 

tN\!rowf .. iat . ~,î j{S i)ri$~'Uû}lil(' "rw.:: 
:rL'I..X''i':i::'! JIll" tWNl in''lu/.''lltJy DS5tlr.Ênlfd: t'tilh irlhfhi· 

ti'!1J .1tti{ll't'i- HQ\ .. ~ ... {!r. snml? "l·me\iiiltto.t sfinlu!i\l(ltv 
f't~'rt" ,(lI Nf"Yon (;nrm t('h .. ,~ have b~"('n d~'ffi(l!t;itrillt'~i 
En (rflimln\JrtalilPd ltYJ10fhJllllmlc (iJl1 lifll'l!ïl 4md ln 
. GlliU! tiZtruinl19 in gcltiiil'ib fla}. 

t~ec\~ltnl:<, n nI!>'" loru:t!I!! has t'mcr~('d hnp1tt'iltill~; en· 
d::,Ûll.'lhl \'iil nitric ~l'l.ije (NO) 5{l(l.'ctiLln. :in n(illt'~li~n· 

do<.:nnè iunctiotl$fll}, At tIle c.xtcmal ,zone .of the MEl NO 
:is E$sentilllly lormed hy endothelial J.ÛtrilZ oxidc syJi.thase 
(eN05', and is released in a spontaI,eou!>, pulsatiIe and 
I;J'dk manJ1t>f \\cross the ('Straus cyde {121. 5e\'errtl results 
suggt'St th~t NI>)' l'flœptDfs might he lmp1!caled 111 fuis 
SpOJi.hutI!OUS release. First, severa! r(.'Ports show Ut.,t en~ 
dothelium contaln$ bath NP), YI nJ'ld 'il reteptil! $ubi,'.P~s 
{IS}. Second. actiVation of endofueUal NP)' re(CptofS pro. 
voltes tht: synthesis and re!trMe of NO {il}. 

1'0 Î1westigat~ the part plnyed br NP):, in the tiponk" .. 
neot!.s retease of NO via YI and Y2 reccl'tor, wc [i;~$~ 
li!Xtltnined the presence of '1'1 and Y2 l'eCeplot in the ME of 
filts b11n~PCR studies. We !hm USM ex viro tedmiqu~ 
tot.lpl\ld with an\perofnt'uk measuremen\s Md IttA ~ssny$ 
te dll'w:rminc fhe iniltt!:>uœs of NP), Y1 and '1'1 tecl.'ptor 
specifie imtagonists on the NO/GnRHrelell!lè from 16.00h 
pt~.stnl;S ME. at the nlOtnant 01 th!;':! GnRH smge. 

MA-ret=ttALs ANDMI:THODS 
Afl.imels: An experlmento;. Wl.'t'~ c:ard~d out in accordl:l;n,~ 
with tht' European CO.!'j)munitie:. Counn! DLt'~c:tive of 
Nov~ml'i:Cr ;Z>!, 1986 (SI,i/(tfl'lIHq, Vi'lglih1t lu"\1gl' t)f 
{i>rmltt> Wislar rllts WltS (.'~1mînc{t d:tilv (lnd 01\1\' r.1tî> thllt 
('),llihHt'il al tt\.1.!>t two (t1l,5{'Clltln' 4' cl;))' ~trims cydes 
"'vtt' u'i€'d for t!~e pr('Mi'llt cxperintCnt h:mùi1? ntf, Witfe 

kmt'd Il}' d~~.1pitation .nt 16lhlh on pn){'stms. {1'n'l Aft(IJ 
rapjd ((,ll10\<,11 01 the briiin, tht" Ml~ and U!'Mln.1tl'Û VU!;CUlilt 

b~sut''' WCf{' di;:;seeted und!.'r il binoculur mll~t}'ing glas!> 
i'!<; dt;;"'rib,,,d ln detail pr{'\'iNl"!~' f12f 



A.ESULTS . 
.,R\Wiit$t!traÎ\S~ipb\$:~reRWa~ ~ t~ ·OXafl1Înu\hè; e~pres· 
$lon mUte NPY .. '{1 Md NPWY2 tcceptor mRNA ln NfS of 
I~lëntls (Fig, l),~!i~ttn tlXprcllsiotl l.,las llortlogtlneO\.ls 
mth(!:sAtl'it?l~ll\v~ilijgatW. l'CR ,proQl1tt$ Q! th~ ~!«peeled: 
:$i:ttl (546bp}lor Ni?Y ... Yl and (50Hp) fot N1)Y·~ wef~ 

NO (oMj. 

JO 

l~ •.. 

N~lJaQI\;PQltT 
I,H"t,t ~." ,.~ 

def~téd, . toME of Efilclt animal. NQ I)CR PtQduet wns 
nmplUled wlthtn RT negiltl.VQ contr '. This data \\ras 
obfairted In two Independertt expermlents and demon
stfaw.d tbat mRNA itûc:oding NP):' l'ecepWt '" lfit1!;Î i5 ex-
ptëssed nt the lave] of ME. . ' 
. U.s1ng at;(PQron1etric recordJngsl our prevlolJ~ii ex 'Vivo 

~. ~ ID 
TIll1~(I"'Jll) 

tO 

Il!) 

Pro l600 
+ SIIE0246 

f~, l. 'fl.:tëll~!01$til: aflipt<r{Jtn"trlt 1ll,z:Mf!mt.llf~ {nr t!l1:1:0 i»!.I;VldiJ~l$ ar.!YtInIs. ont! Pro 160011 ME. ,,;:~ Pre 16011h ME t~ted wlth tt18PJ126 
{Nfi'f' 'Il! i'l:~~;~!;lt ~t;;ttl!tl~ti, t'rl'1<1I'rf! !(,(!at. Ml:. tn:l>tlt'd< \'lltl! 1l1!E01~6 (NP't-Yll"Cl:\!}:itll!' n!ltll&$Wtt} r~~ ell:h gnlp.~, t.hl? faur çQl'io!i$ oE 30rnln 
{ê:)n:~l:;IHl,:1G llefm~rct\ll tÎl;:ia~tftlllt;'ftt faf cnty Oll() tlld/llllll~l'i!'llJln::in W,U a!hllld rf~m djll1ir~t tfl)l)gc tif tlhl m~dium (as îtlt!lcated hy anow), luv.ll.tt~r 

ft~!~~'V>f!~fio\i {Mt iltC$tflitell in thl$ fleUf..,}, Vi1I'U(lll 4!tlulld Wli f'Cpnae.'lt tl'!o d:nl!g!:~ or thz fI"~~ll.ttI'! 



NO/Ot'llUt .pulsattUty in thi! Mn, Consrquently. 'we $111:'" 
mt%th~ttlP()"~eoU! NOpufuaWUy impUta,ted :in lM 
CnRH .{fl(l<\$(! 'at tCâst b41tm:~~ tt\NP'f puls.aUUty 
\'lil nnâtUôn t~(fplôf'$. ThlsMUon 01\ i'2 1$ t\cit 
((lottadro pr~v!(il\~ ifUlUH$showmg (hat N'Fr ~ght 
tl1du~.., '. ,~c1t}It4Qnt the Mn.:throu$h Y1. t~epto:t$ 
15~41. ln lâc.1J NPY. pli!slde its 'al!tlonQu endt)th~liaf l'a 
~ptOrsf mrgh~ ttl$p, Act ott YI r«epfQts:lOt:;ttcd ln Gttl'Ui 
J\~I'\'(teruii~,trl fà\lOrofthllpl.*ltls th~ tad tbat. n 
teçé~(j~ .undnut y~ r~eeptQcs havi;'! heen vlsfinli~ed onmt 
t!t\Rlln~r4'e ~t\dit\S~ ;$u8gesfu1~la piIrài':nna ncUQp. cf NPY 

. ât ÙÛ$..lî?Ve1 vfJ.\. Yl. '~p(or~;. HowevCf; ît must bg, 
ûl~ttttQnedïh4.t VZreccptorshl\\I'é been obsctved fuGTl 
(elts'J9J- "tlr~p.tqr$ leçatcd Quendothè1!:al 'Cells otthe 
MT$m~y: '~J . ·c:at~.a iI\ otber!\ign.'\\ingptocess wlûch 
'renlaÛltid'l6 . H6ed. 

Atlll~ ~l ~~èpre5énC!;!Qr NO 1& C,t;t.\dnt ïot:Oflsef\1~ â 
Gti&ti ~tMtY' un, O!,1t tèSt!1t·show that °ll ~c.~tot' ts Mt 

, lit the NOergtc pathway. Wt:!!lul'PQS~ thl1t 
f th~ Y1 l'e<:e}?tol'' ln oursptetn did IlOt perturbe 

th~NO îï,cti\lny#P:ndcj.)~quê:t\t1Yt G:rtRH releasé. On the 
(j~er hatl.ùJcfhe: \'2 ~t!ptQr trausdw;:fion palhwày nlay oe 
dft~lli!' Unk~' te> N.O. ExperIments impticated NPYIYlln 
eonh'oUtns GnRH secretIon. wer.cpertorn'led from. h},:!,othn .. 
1\mlÇrtàgtt!enb~ ffeilteçl with exogenotls NPY, whkh may 
. $!imIl13~the: -no ~pt(1t'$lOO\t(!({. on GnRH terminaIs [lS}. 
ln .1i~t:Ordmœ \\-1.lh Oltt sfudy.t Xu et al. {lS] demonsttate 
thllt mn'P~~w~wHhl)ut éffed ot\ lIt vÎlro spontanl!Ol:1$ 
·GnRH ~lêûSe. This r~tUt suggest tlmtt ln nbSènœ of 
-cx.cgenôuSl NiY/, CnRH secretion nlàybü irlJtue.need br 
Qlli~ NPY tetèl'>tVl'sthiUt NP'{ Yl. OUt study deals ordy 
wilh lthel.Ûf~t.o:f~tld:QgenoU$; NPY, 

eON'CtUSION 
NP~is. .~ CtUdal~errt.ent ln lM control of GnRH .nt:tivtty. 
I.t lb!: MaL Nl~ fitnystimulât~ GnRH reteast:" ",!~ dire,t 
Int~tatt~with y~ 't'~eep.rors lOCàtedon Gt'ÛŒI fi~.t\"e 
endlngs. or an i'tctlvnUon of NO ~ltri!seby stimulatiOn t)f 
l ~ ~pèt*rs lO(itfOO'Ol'l the v~ulnr ~ndotheüum. Tu out 

knowJedgé, thfs work con.st~Mes the nr$t obse.rvationof 
th\! fmplleîitlon of '12 rQ('"eptors in the control of GnRH 
rél(:IISl1 in h\àn'Ul\nls. 
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Pm" RT,.Pt'R t nous tWOl1S dènJQutrêla présente des réceptclU's 'Ylet Y2 au NP);' 

dm;t~)~lt:M de l'ates. 

t:U,Îllut da\U~ le rumen de survie d'un mltugolliste du récepteur Y1 au NPY n'~ll)nS 

l>fovo(juê de dhulnutiou signHlcuth'.e de hl libératio.t de NO 1 GuRlI pur IfEM. Le 

rêtepteur YI. qui serait présent nu niveau des cellules endothéliales de r.EM, pourrait être 

impliqué dans d~autres voies de sigaaHsatkm. 

Pur c.o11t't'c. 11fnllibition dt.1 rêCf:ptéur y~ fi ell~f:~ttné une baisse significative de 

r~tcdvité NO 1 GllaH dans rEM de rates au stade Pro 1600.11. Le récepteur Y2 aurait donc un 

role liHlî(!Ul' dlltlS le controle de ln ~écl'êtion de la GnRH "in le NO. 

On peut dOllc penser que l'action stimulatrice du réc~ptetlr YI sur la sécrétion de la 

GnRH se ferait esseJl:tieIlement an niveaU des lenninaisol1s nervctlse..'i {les neurones â GnRH 

(KalnH~1 al.. 1(92). 

Bien "lue cc travail ne remette pas en doute l'importance du récepteur YI, il est le 

!)temier ft: l} impIltlucr le l'êcepteuJ* Y2 dans le fonctionnement du système il GnRU, et 

2) démof\lrer mH.~· voie de eotllmU111cation NPY récepteur 1 endothélium 1 NO t GuRlI 

dans l~EM. 



l} hllpliçntioll de It\galunine dalls le syst~nle NO 1 GnRH 

La gulanine est fortement exprim.ée dans rEM (RokaellS el al •• 1984). Ena peut être 

CfJCxprim<!e uvee la Gl1RH (!t F-ti:nmler sn. libération (Merchenthaler et al.. 19(0). Sa fréquence 

de lihération cst sinlihdre il colle de la GnRH, et les pulses de galanine apparaissent soit en 

même temps~ soit avant les lmls('s d~OnRH (Lopez et al., 1991). La Ubémtiol1 de la galanine 

dans le sang porte hypophysaire est m.nximale Je jour du Pro. 

COln})te tenu de ces informations. nous avons supposé que la galal1ine serait capable 

de stimule!' lIne libération de NO RU niveau de l'en~ 'tLléliunlt elltrnmant une libération de 

(lnR,H. 

u) NOlis tlvons, dans lUl premier temps, étudié ~ p.t'ésençe des réceQteurs il. la gabnine 

l!f!tJ.IT:!!~~~t. il savait: GafR1. Gn.1R2 et GalR3 dans l'EM. L'étude par Western Blot de 

Pexpression de ees récepteurs n'a pu être réalisée. En effet, attcun anticorps anti~récepteur à.la 

g~itatline ne tbnctianne dnns nos conditions expérimentales. 

bl Dalls un deuxième temps, nous avons réalisé des mesures a1l1perométrigues de NO 

§.9J .de~ ,EN[ de rats l11âles en présence de galnnine aux concentrations 100 et 500 nM, selo11 un 

protocole (.~lbli -ilU lnbomtoire (Prevot et tll,. 1999b). D"autres mesures ont été réalisées dans 

J4S mêmes conditionst e!,.]~sen~ce. de L .. NIO (5.10 7M) ou de galantide (antagulliste des 

récel,tcurs Ilia gal.uline). Les tuux de GnRH présents dans le milieu dt; survie sont dosés par 

RIA. 
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AnSTRACT 

Al the medhm emillence (ME). the implication or endothelium in the control of 

ItCUrUi;fldocrint1 secretion via nittic oxide (NO) is weil estnblished. GaJartin. li peptide largely 

represcnted al the levet of U,e hypotlHdamus. may be present in gOlladoIiberin releasing 

l1onl1onc(GnRH) neuron5, and. secretèd at Il frequ p ",-:-" c;t'\'ilar to that of GnRH. Our resuUs 

delllonstt'llle thut galnnin stimulnte II NO productiv, \uce a GnRH release. However, 

otbet pathways ill'C implicated in gnhmin-GtlRH sect, , ese results suggest that galanin 

is very important in cOI1trolling GnFH release at the ME level. We conclude thal galanin may 

{lct VlU lwo sigmli transduction pathway : a possibly NO~dependent and a NO-independent 

\vay. 

)'(éY wordst Galauin ; Galanin receptors ; GnRH ; Nitric oxide ; Median emincnce. 



lN~rROJ)UCTJON 

G,llunil1. il peptide isofuted first from pig intestines [l]. has been Împlicated in Inauy 

biologicru cffects sucb as food intnkct sexllal behavior~ reproductive ftU1ctions, insulin release 

[2]. The actions of galanin are mediated by nt least three G-protein-coupled receptors tenned 

g~llaohl reccpt~}r type 1 {CulRn. gahlllin receptor type 2 (GalR2), and galunin receptor type '3 

(OaHU) Pl. 
[n the bmin, galanin is large1y representcd in the hypothalamu3 [3], and in particular, 

at the Jevel of the mcdiun eminence (ME) extemaJ lone [4]. where GnRH temlÎnals are a]so 

located {5]. 8y using double-laheling immunocytochemistry. Merchenthaler et al. 

ûentonstt.,lt("'tl thnt approximately 20 % of male [6] and 65 % of female OnRH eeUs (7] were 

nIso immunopositive tor galnnin. Morcover, galanin tS widely implicated in the control of 

gO\ladotrollin lcleasing hormone (GnRH) nc\\t"ons activity sinee: 1) gulanin stimulates GnRH 

release fhl111 hypothnlmnic media-basal fragments [81; and 2) gnlanin secretion appf.!urs lo be 

pulsatile. ~\t fi fret)U€'ucy simihtr to (hat of OnRH [91. These gnlanill pulses either \Vere 

col.ilcident with thos~ of GnRfI or preceded them [9). 

Nitric oxide {NO}. li gaseous neurotrnnsmitter, is nlso implicated in the control of 

GnRH releuse ut the ME extemal zone (10). At this level. the l'ole of v~lscular endothelinl ceIls 

is eleurly dcmonstmted [10-14}. foIœ fragments ll1ay generated endotheUal NO 1 GnRH release 

in l'esponse to exogenotls substances suell as estradjol [l3J or in Il spontulleous manner [10]. 

At the ME. variuticms of the expression of the endothelial nitric oNide synthase (cNOS) across 

tIlt!' estrous cycle are ussociated with the variations in the NO 1 GuRH release measuroo by 

nrnpemnlctry {JO. 11 J. Indeed. eNOS rnRNA and protein are increased from 080011 proestrus 

(Prn) to lôOOh Pro, at the moment of the NO ! Gl1RH maximal releasc [10). Moreover, the 

SInge of !600h Pro is marked by fi decrense in the leveI of caveolin-l protein at the ME. whîch 

i?11ûhits eNOS pl]. suggesting that higb NO releases nre due to an inverse mode ofregulation 

of tIlese Iwo internctive proteins. The importance of cNOS in ncuroendocrine secretiotls is 

fJinfbn:ed by the faet that intmcerebroventricular injection of cNOS antiscllse 

o!ignItudcotidcs is more efficllcious thnn neüronal NOS (nNOS) antisense in inhibiting the 

L',')tradioI: progesteroneMinduced GnRH 1 LH surge in ovarieclomizcd female rnts r 14 J. 

lfle main aint of our work \Vas to know whether gaJanin might aet on the GnRH 

relcuse via mt action on eNOS. To anSWér this question, we first examinate the presence of the 



three galunin rcccptors subtypcs nt the ME level by RT ... PCR. Theil, we lnvestigate lile effect 

ur gnhlnin. nt ùlffcn.m.t concentrntÎolls, on the NO 1 GnRH release [rom mille ME rats by 

cO\lpliug umperometric meusurement..') und flldiohnmunoassay. To verify the specificity of UIC 

pllct1omenon. wc study the e:ffects of the peptide in the presence of galantide. a non-specifie 

gttlullÎn fece~Hor rmtugoulst. or in the presence oft"NIO. a preferentinleNOS inhibitor nt 5.10' .. 
wM US}. un NO 1 GnRH imhlced release. 

Our results Sht'hV that l} Ule tIlree mRNA encoding galanin receptors subtypes are 

expresse\.! ut the ME ; 2} galmùn indue es n NO synthe sis able ta stinmlate GnRH release ~ and 

3) suhmîn c.m ruso induce GnRH independcntly From NO pUlhway. 

l\fJA"rERIALS AND METHODS 

.41tilmtls-! Experiment we-re perforrned 0/1 male Wistar rats (CERJ, St Berthevin; France}i 

weighing 300 .. 3S0g, ~ltld house four per cage and givcn froe access to food and water. AU 

.mima.ls were subjected ta fixed conditions ofUghting (from 050011 to t900h). AlI experiment 

Were cttrried out in aceordanc~ with tlle European Communities COUl1ciJ Directive of 

Nuvenlber 2:4. t 986 (S6/6<l9: 1 FBe). Rats were kiUed by decapItntioll. Aner rapid removal of 

the brnitl~ the ME and ussociated vllSC\ùnr tissues were dissected under a binoculnr mugnifying 

glass ilS previonsly described in details [t 31. 

RN.4 prl!pllffltÎmJ 1t1Jl111lJnlJl~'is : Total RNA was isolated from ME of th.ree male rats using 

TiUZOL Re~\gent. (GibcoBRL, Life Technologies) according to Chomczynski and Sacchi 

[1ûj. AUer treatmcf\t with RNAsc .. ftee DNAseI (Boehringer-Roche Diagnostics, France). the 

quantity and purity of total RNA was detemlined. hy the mensure of the absorbance at 260/280 

l'Un. cDNA wal; synthesized using 500 ng of total RNA, and Moloney Murine Leukaemia 

\irus t'Cv 'erse tnmscriptuse (GibcoBRL, Life Teclmology) following the manllfacturer's 

~ttidcUne. RT ncgative COlllfOl \Vas perfoflned by omitting reverse transcriptase from the 

reactiotl. 

l~,.actin anô GAL-RI, GAL .. R2, GAL .. R3 reccptor genes were ampHfied by PCR using 

gene- specifie primers (Gcnset. France) presented in T<lble.. .. peRs was pcrfomled 011 50 ng of 

tIte cDNA using ampliTuq Gold (Perkin Elmer, raster City, CA) under the following 

ctmditions: l cycle of demlturution nt 94 0(" for 7 min. 35 cycles of denaturation ut 94 oC for 1 

mtn~ primer il/1l1ealing for 1 min.at 55 oC for ~l-actin. S7S'C for GAL·R2 and 60°C for GAL

RI and GAL-R3 and primer ex~ension fOJ~ 1..5 min ut 12 nc USÎllg a Gene Amp PCR System 
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9100 fPerkitt .. Elmct ('0l1101~Qtion5 P(}ster City, CA, USA). Nt;gative control was perfblmed by 

tlmitting cDMA fi'aUl the PCR rencti01llUix. Separation of PCR products was llchicved by 

eleclrophoresis in 3% ngnrose gel. It'ltellsities of peR products were anulyzed by 

vidcoimuging of ethidium bromide stnined gels using Chtrn vÎl.don software. 

Amllt!f'aIltCI}'Îc mettSlll'(!l1Ie}IIS: After dissection. the ME fragments were wHshed twi.!e in 

Krebs~Rjl1ger bicurbonute 1 glucose buffer (pH 1A) containing 23 ~lM bacitracin (Sigma 

C'llcmicilI Co., St. Louis. MO) in an ntmosphere of 95 % 02 " 5 % COz. and titan immersed in 

Ellpendorf tubes containing 800 j.il of the same medium. Bach tube containcd 3 ME 

ÎÎllgtllents. Aner il 30 min recovery .. period the mt.:dium wus changed, and then, the 

Sflontanccus NO reJease was measured at 35°C for 1 pf:riod of 30 min bj using a NO-specifie 

illnpcrnmetric probe (WorJd Precision Instmmcnts, Sarasota, FL) as previollsty described 

H2}, At the end of the first 30 min incubntion~pcriod (corresponding to the 30 min recovery· 

IJcdoll). (lOU ~ll of meditml was remQVed Ilnd reph\ced with 600 J11 of fresh Krebs·Ringer 

bicmr110mttefglucose buffet. EDT A (1O'2 M final) was addcd ta the removcd medium. ME 

fmgmru\ts \Vere stimuluted durillg the second 30 min incubation peliode WiUl various 

c\lU~entratiol1s of galmlin 1 ~29 ( 100 or 500 nM) in the absence or presence of galnnlide at 500 

nM. The gafanin affects 011 NO 1 GuRH l'dense \Vere also studied in Ule presence of L-NIO. a 

preferf.mtial eNOS inhibitor ut 5.10·'lM {lS]. Data acquisition was perfot'mcd by computer

mterfllced DUO-lB softwnre (WPI). The experimental values were then transferrcd to Sig111a~ 

Plot und Sigma~Stat (Jandel. San Rafael, CA) for graphie representation and evaluation. 

,GuRlI rctdÎfJÎmllLlIfUUlsstl)': GnRH concentrations. were mensured in the medium for each 30 

min {ncubati('ll1 period for euch animul of uny experimental design in duplicate by 

fadioillllllllnOassuy (RlA), as previously described [13]. 

StlllLl.ilÜml llJw{rsÎs: AIl t.'Xperimcnts \vere repeated a minimum of 4 times, i.e., Il minimum of 

ftlUr inlimals was wn for cuchexpcrilllcntili condition. Ta fneilitate the cOll1parison of NO 

l'elc~{se during the difftln!nt treatments. the area under the curve (AUe) was calculated for the 

second 30 min incubution .. period. Euco ~:O peak was a!so characlerized by the maximal 

îlUlplitude. the dUIIltion ~md the tinte of Ialency. Concerning the em~cts of drugs on GnRH 

reie~Uie. wc c:lkuluted the ratio of tho GnRH cOllcentr'<1tioll of the second 30 min incubation 

{corresponding tu the effect of the drug on to GnRH relcasc} to the first one (colTesponding to 

the control tube}. AIl duta arc presented tlS lht! meall ± SEM. Data \Vere analyzed by one-way 



ANOVA. Student"Newmnn .. Kc\tls Ul\lltiplecompnrison \.vus \lsed post hoc to find significant 

dHlbrences betwecn t,JfOUps. 

Reverse t.rtlJl.scriptnse-PCR W'as used to examIne the expression of the GalRI ~ GalR2, 

GalR3 in male ra1s (Fig. {). Hotlsekeer-ing gcne expression, p-nctin, was homngt110US in the 

samples if\vesligatcd. peR (lroducts oftheexpected size (350 bp) for GniR 1. (üï2 bp) for GalR2 

i:lnô GalR3 (321 bp) were detected in ME of each animal. No peR prodnet was amplified within 

RT negative control. This dntu demonsttated that mRNA encoding golanin receplor genes ure 

expl'CSsed ut the levèl ofME. 

Our œsults clenrly dernons\tnted that galanin 100 or .500 nM was able to stimulate NO 

rele~lse from ME (l':ig. 2 and 3). AUe was significantly metease with gnlanin 500 nM (2.4 ± OA. 

arbillury unit). This efft.'tt of gn~unill \V35 antagorÙ!ied by gtùantide (AUe: 0.9 ± 0.4, arbitrary 

unit) and IA'HO (AUe : IJ.() :.': 0.4, Iltbitrury unit), The latcl1cy lime of the respollse \Vas 

signiticantly inerensed by L*NIO (203.6 1,: 44.:1 sec). Maximal amplitude !U1d. duration wer'e also 

un~p{ud by the udditîcm ofgalmttide (9 * 3.'lllM; 167,3 d: 19.1 sec). 

(h,hl1lill wus nble to stitrltl!ate the GnRH relense (Fig. 4l 130 ± 10% nt 100 nM and 150 ± 

lU '!iO nt son nM). This cffect Î5 clearly aboHshed by galantide (80 ± 20 %), but the addition of L

NIO \'Vas without crfeet (m GnRH secretion (L60 ± 20 %). 

I.;'urthcr {:vidences suggest that G'llRH rdense at the ME is linked to that of galanin. 

Our study .tUetnpts to demonstrate a Hne of communication between galanil1 receptors. NO 

und Gnr.UL The n\ct that cndotheliulll is implicatcd ill neuroendocrine functions via the eNOS 

Ctlzyv:tC [10 .. 14}. und that gnlruùll ttlny ntimulute the NOergic pathwny [17] lcads to suppose 

th~.tCll<.lothetial cc Us at the ME express one or more galnnin l'cceptor subtypes. Qur previous 

alll})cromctt'Ïc study revenls tlmt maxilnnl NO release is rc-eorded on Pro day associated with 

GnRHreleusc (1O}. Consequently. our hypothcsis \Vas that the increase in galanin secretion 

ObSCl'Vcd ûn Pt'O day (18} might be Implicated in the increase In NO 1 Gl1RH releuse. via 

stimulnting endotheUal receptors. 

Effecti\'ely. the results show thut galunin is able to indllce Il NO rclease in slIffi.cient 

atnnuut to produce a GnRfl retease. However, blockade of the eNOS activity succeeds in 

inhibîtülg tbe NO pathway stimulnted hy galu.nill. but failed on the GnRH retease. As il 

Vi 



'CO\ls'ctlueneç~ wc muy suppos.ethal oUlcr tt1.\l1SductiO.il signal pllthwnys are il1voJved in the 

{lnRH secretion indnced by gulullin. l'or exumple. gnll1r1in muy aet directly on OnRH 

tetmil1uls (lr indirectly via othe!' neurotrnnsmitter systems Îmlependeut of NO to stifillllate 

GnRH rehmsc. The possibiHty of direct netions on OuRH \larves endings is suppottcd by tl1C 

nl~t l1mt mRNA for galuaitl receptors are prese.nt in the GnRH eeUs [19J nnd that binding sites 

m'e observed nt the ME [20], 

The absence of fi decrense in GnRH secretion nfter l.-NIO treatment does not signify 

tbut the gruanin 1 NO 1 GllRrl pnthway is not invoIved in the no t111a 1 physioJogy. There 

probahty exists no contribution of severa! modrs of action of galanin in the ME. Taking il1to 

UC(.'t)Ullt the 11\ct 1110t galaniu is ço~expressed În GnRH ecUs. galrutin îs a major neuropeptide 

contmlliug the releuse of GI1RH. Many argulnents (1.0. 1l~ 21. 22] Îmlicate that NO is 

implicated in the QnRH pulse synchronisor. and our previous t'csults suggest more preciscly 

thaï NO rnight be nn important (;lament in the spontulleous rel on se of Gl1RH [101 22]. 

Therefore, wc cnn speculute that galanin releuse might Ret : 1) first to potentialise GnRU 

s(.'Cretlon inilldividnal ncrves cllclings vin galanin recoptois localized on the GnRH terminaIs; 

and .2) sCct!nd({} stimulate NO rclease ill order to synchronÎze GnRH secretion by the 

dlt1crent lict\'es cudings. n îs possible tlmt the concclltrntiol1 of galanin t'sed in our 

c.~q)Critllellt mtlskathe potelltinl effeetof galfillin on th.e sYl1chronous NO effect. 

As aemlclusioll. our work shows th~tt gnhll1in jsa crucial neuropeptide in controUîng 

the releasc of GnRH nt tbe ME. This notion might occur via the three types of receptors Binee 

the I1lRNA Ilre present at the ME. Different transduction signal palhwnys are possibly used by 

gufnnhl ~one uslng NO as iIn intcl'medinte neurotronsmitter und an other indepenclent from 

NO ilrtlduetioll. Moreover. the galatlin 1 NO 1 GnRH pathway might be implicated in the 

s}:fichronizationof GnRH release. ~l11d this latter way of regulatian remaills ta be 

dell10l1strnfed. 
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f Forward Rcvene 

Gat-RI ;'-:\ACCTCCAGGGGAA.CCC ;\GG<i' S'-CAT i"GCG,~ TCCAC.l\.:GACATCG-3' 

Gal-R2 S' -C'CTCGAi\'.A,.CGCGGCTGG(,(, -3' S'-CTGTGCAGTTGGGAAGTG-3' 

Gal-R3 S'-CTGTGGCAGTGCCTGTGA l'C~3t 5'-TGCCGCACAGCCiUJGTACCT-3' 

Jl-actin 5'-C AA TGT OC;C TGA GGA CTT Tô· 3' S'-ACA GAA GCA ATG CTG J'CA CC-3' 



mg. h EXP1'cssion studies of GltlRl, GalR.2 llnd GlllR3. Total RNA (0.5 ~lg) \Vus purifled 

from ME tissues of fbur female r!\ts. Primcrs for D-uctînlllld for gUlnuin receptors gencmted. 

the FeR detivcd products of 193 bp (~"Rctin)l 350 IIp (GalRl), 672 bp (OaHU) und 327 bp 

(GnlR3J. 

l.anes 1 .. 3: Il,,acHn. 

tanes $ .. 1: GulR t gene expression. 

Lunes 9-11: GalR2 gcne expression. 

tUlles IJ~15: OnIRJ gene expression. 

L{lIlC 4~ 8 .. 12. 16: Ne' PCR llcgative cQlltrol. 

li'ig:. 2: Schematie representntioll of a NO peak obtnincd by runperometric measuremenlL for 

Olle i\nimal : (hl' one peak. we culculated the area t1llder the curve (AUe. arbitrary unit), the 

uutation {second)J the maximal mnplitude (nM) and the time of latency (second), as explail1ed 

il1lhetl!xt. 

1~tg~3; HistogrnU1 represcntation of the charl1cteristic of NO peak (n = 4 for each conditions). 

'*. significmnly diftèl'cnt fi'om the colUn111 without un usterisk~ P <; 0.05 

Fig. 4: Histogmm representation rot' unRH. secretion (n ::::.: 4 for each conditions). *, 

sîgnHic{1t1tly differt't'!t from the colllmn withollt an asterisl4 P < 0.05 Data are represented by 

c;ûcuhtt1ng the ratio of the tube c.:nrrcsponùh1S to the effcct of galanin (with or without drugs) 

ttl the c(mtrui tube corresponding to thcfirst 30 minutes-incubation pcriod, as explained in the 

tc':d. 
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Cc trnvuH m)us ~l permis de détecter~ dans l'EM.ltt }ll'ésCIlCe des ARNm èodunt pour 

les .trois types de l'éccptcurs Il ln gnluJ'~ocl ce qui cotTcspond à un résultat nouveau! 

Jusqu'utors seuls des sites de linisoll à ln gUÙlnine avaient été décrits. 

t~nppOJ·t exogène de galallÎnc sur des fragments d'EM de rat mâle entraîne des 

Ubêt'ntions de NO et de Guru!. ~et effet est spécifique de ln gulanine car il est alltagonisé 

par ln guhmtide. C\.'Pcndant, Pujout de f .... NIO (5.Hr'M) daus te milieu de survie bloc!uc hl 

nb~l'ntlm\, d" NO, lllnis pus celle de GuRIl. 

('~ lr~lV~ül1} laisse stlpposerque lea cellules endothéliales de l'EM expriment une ou 

plusieurs fbrnlf:s de récepteurs fi ln galutline; 2) montre que la galnnine provoql.le une 

Hbêmûoll de lu GnRH par l'EM; 3) suggère que différentes voies de transduction peuvent 

être Ïtnpliquècs dans cette libétution ; 

~1) via des récepteurs li ta galanil1è localisés sur les tenninaisons 

nerveuses à GnRli: ou des terminaisons nerveuses vnisines 

b) via une libération de NO. Cette dernière voie qui pourrait avoir un 

rôle: <if. synchroniseur "este à étudier (voir discussion générale). 

l~n résumé. ce truvuil montre que ln gaJnnJllè est capable de cou trôler la libération 

de fa OnRlIpul' dèUX voies de trailsduc(ion différentes: une voie dépendante du NO et 

lino ,,'uie imlèpcndante probnbJementplus directe. 
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RESULTATS DES CONTROLES ANNEXES 

l'our valider notre système. d'autres mesures ampérométriques ont été réalisées sur des 

fnlgnu,'nls d'l~M de rates au stnde Pro 1400h; en présence œhêmoglobine à 2 ~lg 1 ml. 

t'ht:m(}globine. COllllue pOUl" uvoir despropl'iétés de chéluteur de NO. Il été ajoutée dans le 

milieu de survie lors de la montée d'un pic de NO. Ceci n entraîné une baisse importante de la 

Sêcj'étion spontanée de NO pendnnt environ 30 minutes (FIG(JRl~ 10). Cette sécrétion de NO 

J.l repris nve.c une pente similaire {l cC'Ue observée avant Pajout de l'hémoglobine. 

l)os mesures umpèromérriqucs ont été effectuées dans les mêmes conditions, en 

présence -de t .. NIO il S.Hr'M.lors de ln montée d'lUl pic de NO. A cette concentration. Je L· 

NIO Inhih~ préférentiellement ln NOS endothéHnle (Rees et al., 1990). L'effet obtenu a êté 

une dimfl1ution de la libération de NO pendant environ 20 minutes. Par la suite, nous avons 

ûhservé un nouveau relarguge de NO avec une pr:nte similaire à celle observée avant l'ajout 

de rilibibiteur (J(lGURI~ Il). 
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, Femelle Procestrus 14h : 
Hémoglobine 2 Jlg/ml 

.ACTIVITE NO (nM) 

Hémoglobine 2 Jlg/ml 

80 ~ 
40 

o 30 60 90 120 MlNUTES --
FIGURE 10. Effet chélate\!.! de rhémoglobine SUl' le NO libéré. 

ACTIVITE NO (nM) Femelle Pro œstrus 14h : 
80 L-NIO 5.10w7M (ICso eNOS) 

40 

0 

L .. N10 5.10·7M 
t 

0 - 30 60 90MW~M -
FIGURE Il. Effet inhibiteur du t·NIO sur ln libération spontanée de NO 
lors dtune montée d'un pic de NO. 
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Nitde oxide (NO) is ft critical 
ltoffiodulatorinvolved in the hypothalrunic 
ltrolo~fthe ~productive ftmction. Evidence 
ptesenteddemGnsttnting thnt NO, 'as, a 
fusible:signallng molecule1 ll1ay functicro as 
:; synobrtinlzlng link to anatomlcally 
ittered GnRli: neurons.. Consistent with this 
letiQl\al rol~, 'recent ,ex vivo srudies 
f'ohting the median e111inence of the 
· othalamusj the projection site of GuRH 
,rons. indicAte that NO is spoutaneously 
· reted by tbis structure in a pulsatile and a 
ne manner in fer:.r.'1p, rats. The median 

''''nence NO re}..·; .·W> dctivity peakN on the 
of the oC! .. 7t~1·..:e of the preo\-'Ulatoty 

:REYLH Sf' Ile~ te., on proestrus. Toe 
· ckade t)t"j ~» lncrease of NO eftluxcs on 
';..strus ~)y "tttric oxide .;ynthase inhibitors 
pres:~~~ the massive OuRH r~lease by the 

'dî~lj cmineûeè fragnlents, demonstrating 
tt GnRH and NO relense are intimately 
'eda.t the mediW1 eminence. The 
'ntIfication of th~ source of Na at the 
"'dianeminence appears ta be mainly 
dotheUal in origin. These findings shed Ught 

on unexpected modulatory mechanism 
involving endothelial ceU,.to.~neuro.n . 
communication ptocesses ln the regulationoÎ 
the OnRH neuroendocrine axis. 

INTRODUCTION 

Crîtical for the 1l1ammalien felnal~' 
reproductive function is the cyclic activation of 
hypothalamic gonadotropin releasing honnon~ 
(GnRH) secretion. GIÙ'U-l 15 a neurohomlOlle. 
S}lIlthesized in neuronal ceU bodies diffusety" 
distributed in the preoptic region in rodents~; 
These GnRH neurons project to the external 
zone of the median eminence of the " 
hypothalamus~ where they release thciir 
secretory product Into the pituitary portal blood, 
vessels from theil' neuroendocrine terrnin.àIs. 
GuRH is then transported to the anteuor' 
pituitary where it modulates the secretion of 
gonadotropins (LH and FSH), which regulate 
gomtdal function. Them is evidence that nime 
oXÎde (NO), 11 gaseous signal molecule fonned 
during the conversion of L~arginine to ; t~ 
eitrulline by NO synthase (NOS) enzymes, îsa 
erltical component for the regulation of GnRH 
release at the median eminence both in vitra 



in viva (sec for !{evlew [l])~ 'The present 
le . will revlew te cent investig~tîons 
Ilrmedatthe median eminenoe ta delil1eate 

bnsisof a new ooncept in 
'oendocrinology that lS the involve:nlentof 
ndotbcUulcëU .. t6-nèur<Ju sigpallng in the 
rot· l'ff GnRH relees€:. Such a 
lfiunication pathway involved in the 
:rol of neuroseeretion 1J '·pears to operàtè 
ugh NO release. The ,h."le of NO in the 
trcl·of puIsatileand cyclic GnRH release 
fiM be summarized. The implication of 

adafsteroids 111 the regulatlonof median 
nence NO release aIso will be addressed. 
~ddittonl the endothelial otigîn of the NO 
tlicated in the modulation afGnRH release 
;he medinneulinence wiII be discussed. 
tly ~ tlle putativecel1uiar mechanisms 
Jlved in the~ontrol of the endothelial NOS 
.vit y througllout the rat estrous cycle wlIl 
liSttlsSéd~ 

~S MEi)I:AN EMINENCE NITRlC OXIDE 
~RETION CONTRlnU1'E. 'fO nm 
i(CIlRONIZATlON OF GnlUI RELEASE? 

the inlpôrtance of NO signaHng in the 
1trol of GnRH/LH release has been 
ponstrated by different groups (2-4] shortly 
~t the discovery that NO might have a 
~aI tole fSJand that it \vas maint y produced 
i the brain by neurons located in the 
otbalarnus (6). The putative implication of 
,in the synchtonœation ("Jf GnRH neuron 
asing acti\rity was tlrst suggested by in 

studies led on neuronal cell Unes (aT1 
s) that release GnRH on a pulsatHe mode 
This OnRH.secreting eeU Hne expr,es: 

h the endothelial NOS (eNOS) [8J and the 
"lftmal NOS (nNOS) [7,8); tWQ NOS 
t'OOllS thatare eonstitutively expressed atld 
tare calcium and calmodulin dependent 
10]. The addition of NOS iuhibitors or of 
. ,scavengers in the culture medium of GT1 
rons tends to an inhibition of the pulsBtile 
lUi release nom this hnmortalizedcell Une 

[7Jf showing that in vit1'O NO la '. ·a 
neurotransmitter capable to set auRa neurons 
in phase to establish synchronized OnRH 
secretion. In vivo) hypothalnmîc GnRH fientOnS '., 
donot appear to express neither nNOS (11,12:]·· 
uor eNOS [IJ. Therefore, the source of NO 
controlling GnlUi secretion [2A,I13,14] must 
be exogenous to GnRH neurons. At the 
preoptic area, some spontaneous variations of 
extraceUular cGMP, an index of NO release) 
have beeu monitored suggesting that NO nlay 
regHlate GnRH secretory activity at the oeil 
body [15). Nevertheless, this NO of neuronal 
origin is unlike!y to be the synchronizing link 
betwee:n the anatomically scattered GnRH 
neurons since the neurons expressing the. 
nNOS ~tre only doselyassociated ta a smaH . 
subset of GnRH neurons located in the 
diagonal bands of Broca and the rostral part ofl 
the preoptic urea [12]. nNOS neurollS may 
n\ther l'elay sti11lulatory or inhibitory influences· . 
to OnRH neurons, as is the case fol" 
glutall1atergic [16] and, ~-elldorphinerl 
[11,18] mfluences. Conversely,at ~~~ .... 
projection field of the GnRH neurons, the US~' 
of amperametric probes selectlvely measurlllg , 
NO rdense in reaI time showed that median·· 
eminence fragments were secreting' : 
spontaneous bursts of NO that were correlated '. 
to GnRH release [19]. NO effluxes measured: 
in median eminenee fragments from fcroule ~t 
were pulsatile with an average frequency afa 
burst every 32 ± 1 min and a duration of 21 ± 2 
min. Of major interest is the met thatthe, 
amplitude of NO secretion varied significantly 
across the estmus cycle (Fig. 1). Nadir NO' 
levels were measuted on diestrus II. Na 
secretion increased markedly on the mornÎng. 
of proestrus ta reach a maximum on proestrus 
16h and was followed by a dramatic aecreàSe 
of NO releasing activity at proestrus 18h. NO 
levels retumed ta basal values on estms. While:· 
l~O peak concentrations rarely exceeded :20 
nM on diestrus and estrus, they were reaching 
30 to 50 n}A on proestrus. The strong inhibiti01t 



!loth NOau:d GnRH releaseupon the 
tion of a NOS inhibitor into the incubati.on 
ium rH>} suggests that the pulsatUe nud 
10 NO release trom median erninence 

ants nûght play a 

Fig. }.. Real-time mèasurement of spontaneous NO· 
relense fram median eminence fragments at different 
stages of the estrous cycle in the femule rat by 
amperoUletry. DiU, dielSttUS LI; PRO, proestrus; E1 

estrUs. From Ref. [19]~ with permission, 
crucial tale in the synchronization of GnRH . 
release from the GnRH neuroenJocrin~ 
terminals spread out over more than 2 mnl 
within this hypothalamic area. The faet that 
mediobasal hypothalamus and/or medîan 
etninence fragments ex vivoi lacking Gn.Rf1 
ceIi bodies) have been shown to release GnRli 
on a pulsatile mode [20-22] with a ftequency 
comparable to the one observed in vivo [23,241 
that 18 strikingly simllar to the frequencyQf· 
pulsatile NO release) strengthens thÎs . 
hypothesis. Altogether these findings inrlicâte 
that at least part of the mechanÎsrn 
synchronizing GnRH secretion resides withln . 
the median eminencu and involves local NO 
release. 

ACTIVATION OF MEDIAN EMINENCE NlTRIC 
OXlDE RELEASE DY E,<)TROGEN 

Acute estrogeu .. stimuIated NO relft~se. Tc) 
begin to detennine the basis of rapid estrogen 
effects on NO production at the median 
eWlnence, studles \Vere pertbmled in. male· 
median eminence ·fragments. This male mediap· 

'linence fragment model was used because 
male rats have low estrogen levels but 
comparable estrogen receptor exrression as 
feroales [25·29]. NO releasing activity waS 
determi.ned on freshly dissected median 
enùneilce fragments by amperometry {30l. 
This approach provides a direct assessment 0$ -
the acute activation of existing NOS, keeplng . 
signal transduction mechanism intact [30]. Th~ 
acute effect of 17~-estradiol (E2P) Ne 
secretion 18 show ~1 in Fig. 2. NO releasE 
measured during 20-min-incutJatiol1 periodE 
rose dramaticaHy withln 2~5 min after the 
addition of E2~ (Fig. 2A) in a dose-depen.&en 
manner [30}, with a threshold concentration 0 



M and a maximal effect at 1 0-4lM E~. 
E~~ ~. less active stereoisomer of 

Igen~ neither testosterone, the lll:ain steroid 
1:onecontrolt.ing reproduction in the male, 
~m eff<tGt 0,11 NO release over the same 
:entration range. 

,oO:dd~ (nM ± SEM) 

-o-E~p 
--e- Tamoxifgn 
-:.v- E1~ 
-.- ErBSA 
--0- EzP +T 
--- Ez .. BSA + T 

,6 10 15 20 25 
Minutes 

Œl (pg13 mctUnn emÎncncès) 

COlltrol$ e~ BSA Hb + L .. NAME + 
E-BSA E-BSA 

Rilpideffect OrE2~ on NO/ûnRH release from 
eminenee fmgments. A. The neute estrogen .. 

I\utlîten lNO re,1c:nse is mcdiated Ù;y nn estrogen 
ItlbJmne receptot. :ll. The (teute estrogen-stimu!ated 

, releasc CCCllm via NO release. ,. ~ Signit1can.tiy 
fromeonùXlls p < O,OS. T, tntllo~ifen; l'LU. 

IlQ,g;lOOIU; L ... NAME. NOS inhibitor. From Ref: 
• \Vith permission. ' 

Ta evaluate whether membrane effects of, 
estrogen are involved in the rapid NO " 
sectetion, studies were carried out using E2~ 
covalently bound ta bovine semln alburoin (El" 
BSA)~ ah impenneahle oeIl membrane estradiol 
analt,g (30). E:z-BSA wasefficientm 
stimulating NO release from median eminence. 
fragment with a kinetic (Fig. 2A) a'1da dose.. . 
response comparable to the one obtained for 
Ela [30J. These fmdillgs suggest that the acute 
stimulato,ry effect of estradiol on NO secretion 
from median eminence frabfllents is mediated 
by the activation of a membrane esttogen 
receptor. 

Studies were perfonned to continu that 
estrogen receptors are involved Ht the ràpid 
estragen-mediated increase in NOS activity at .. ' 
the median emînence [30]. The esltoget1 
receptor antagonist tamoxifen succeeded in 
inhibiting at 10.8 M bath the E2P- and the El'" .. 
B~A .. stimulated NO relea$e (Fig. 2)., 
Tamaxifen ts an estrogen receptor antagonist 
that intel'acts with the estrogen receptO.I:' 
hormone-binding do main [31] suppotting the 
conclusion that the honnone-binding domain.of • 
estrogell receptors i8 required for the acute i 
activation of NOS by E2.f:3 and suggesti.ng that ' 
the mernbralle estrogen rèceptor is very sîmila:r· 
to the classical nuclear receptor. Supporting 
tllis last position~ the expression of cDNAs l''Or 
eithet estrogen receptor cr or estrogtm re.ceptQl' . 
~, that are the two known nucieur estrogen·' 
receptors, has been shown to result in the 
production of a single transcript that gives cise 
to bath men'lbl'ane and nuclear proteins [32]. 

There lS aIso evidence thlJt the acute 
stimulation of NO secretion by estradiot resttlts 
in a rapid GnRH release froUl the GnRE:'·' 
neuroendocrine tCl1l1inaIs of the external zone. 
cf the median eminence [30]. A IO-min 
exposure of tnedian elllinence fi .::gments to: 
nanomolar concentrations of either E2~ or ~ .. 
BSA results in El significant increase in OoRH 
levels in the incubation medium (Fig. 2B). The 



diol .. stimulated GnRH l'elease is 
~ol1ized with hath hemoglobin (a NO 
enger) and NOS inhibltors, Ôen10nstrating 
the sthuulatory effect of estradiol on 

Ji releasiaguc1Îvity occurs via t·'O 
~tion (Fig. 213). In additl0n, the NO .. 
itiveguanylyl cyclase lnhibitor ODQ [33] 
• inhibited the B:!f3-stimulated GuRH 
!Se I301~ l11dioating that the induction of 
JI release subseql.+,.~'\t to the Ez~
ulated NO secretion was mediated by the 
mtionof the soluble guanylyl cycl8,se 
Jn the GnREl nerve tenninals. The soluble 
).JIy} cyclase is the main knOWl1 target for 
in the ceiltralllervOl1S system [34]. These 
ings ind1cate that physiologie 
~efitratiolls of estrogen acutely activate 
tHtelease by activa.ting NO secretion 
lUt the median. eminence of the 
othalart1us. 

Gôngô;tëtnl c$tl~()gen .. stinltdnted NO 
:aS~. As stutedcfirUer NO/GnRH releasing 

4 t .~" 'dt ~ fi' • VI ::/J.,i'QW me.: Hlll emmel1ce ragments ta 
highest on proestl'us (Fig. Il [191. At thîs 
~~ of ~he :estrous cycle the estrogcll1cvels 
aiso the highest [35J. To assess witether 

'Q,gen is involved ln the marked increaseof 
tfGnR.H secretory activity within the 
1 tan eminence between the afl;emoon of 
-trus Il and the moming of proestrus, 
ies were carrled out in ovariectomized rot 
plemented or net with genadal steroids 
• 3)., NO/GnRH releasing acUvlty recorded 

tn\! diaa eminence fragmentS obtained 
2 ... weeks ovariectomiz\'~ feroule rats ~s 

l'arable to the one recorded on diesttus IL 
atment of ovariectomized fetnale~ with 
diol ... benzoate for 48 h results in a 
-aûe: incrensc in bath NOS activity and 
H, release atthe median eminence (Fig. 
T11ese results strongly indicate that the 
amiccltanges in NO/GuRH releasirlg 
vît) mûnitQred on the mornillg of proestrus 
due ta the il1crease of estrogen leveis 

between the evening of diestrus II and 
mOl'rung of proestrus (35]. The findings fu 
suggest that estrogen may exert part () 
stlmulatory effects On OnRH secre 
necessaL'y to initia te the preovulatory LH s 
[36], by stitnulating directly the NOS aet 
at the median eminence. 

NO (AUe) OuF 
(pglRlcdian emÎnctl 

s·r--------------------------
7 -NO 
6 OGnRH 

4 

3 

Z 

1 

OVX OVX+E2 OVX+E2+P; 
f 

Fig • .3. Effect of gonad11 steroids on NOfGnRH rI 
from remale median eminem,.; fragments 2 weekl 
ovariectomy (OVX). AUe, area under the cur' 
progésterone. li<, Significuntly differcnt from OV) 
ô.OS. From Ref. [19J, with permission. 

THE MAJOR SOU:I~( '..-;t OF NITRIC OXID 
THE rvŒDIANEMl .. NCE IS ENDOTHÈ 
INORIGIN 

Further studies were performed al 
meclian eminence to directly determÎnl 
potential source of NO illvolved in the c< 
of Gl1RH release into the portal blcod Vi 

(1) 19,30]. Immunocytochemical studies 
antibodies recognizing constitutive 
isoforms [5] show the presence withî 
median eminence of NOS-immunorea( 
both in the intelnaJ layer and ut the leveI 
portal blood capil!aries [37)38J. The L1 



[fic antibodles revealed that the NOS 
,rm present in the internaI zone of the 
lan eminence was nNOS [12] white the 
~ isoform located in the portal blood 
els was cNOS [1]. Noticeably, nt the 
Inn erninenee the nNOS~ 

imtnunoreaotivlty, located in à.xonal fibers of· 
neurons projecting ta the neuropituitary, and 
the GnRIi-immunoreactivity are distributed 
separately (12], whUe eNOS-immunoreactivity 
present in the 

4. Photomicrograph shoviing GnRH uxonal fibers in the externat zone of the median eminence (green, arrows) in 
e apposition to !ho eNOS-immunorèactive portal hlood vasculature (red, nnowheads). 3V, third ve':ricle; ME, 
ian eminence. From Ref. (11. with permission. 

othelium of the pituitary portal blood 
Ularies 15 nt immediate proximity to the 
H .. ÎJ ~'·..inU110reacÛve llerve tenninais in the 
mlll zone of the medIan emine1lce (Fig. 4) 
These morphologie al studies suggest a 

e likely involvement of endothelial NO in 
ç.-,ntrol of GnRH release frorn GnRH 

roendocrine terminaIs, than of neuronal 
. This hypothesis is consistent with the 
ibition of the gomtdal steroids-induced 

. H surge in ovariectomized animais by 
intracerebroventricular injectlon of 

isense oUgonucleotides to eNOS [l3]~ 

Ta continu the implIcatIon of endothelial 
NO in the control of GnRH releasa 
pharmacological studios were undertaken to 
selectively inhibit eNOS activity, and the 
repercussions on GnRH rclease were assessed 
[19,30]. L .. NIO, a well-known inhibitor of 
NO'3 [39] that shows il better inhibition of 
eHOS (ICso == 5.1 0~7 M) than nNOS (ICso ::: 
39.10.7 M) [39,40], was used (Fig.5). At 5.10"1 
Mt concentration selectlvely inhibiting eNOS:, 
L-NlO succeeded in inhibiting both the acute 
E2~~induced GnRH release in male mediar 
eminence fragments (Fig. SA) and the strong 



ntruleous NO/GnRH secretion monitored 
;he aftemoou of proestrus in female medlan 
tuonce fragments (Fig, SB). These results 
nonstrt\te that bath the spontaneous release 
NOrecordedacross the estrous cycle and 
E;tp..:stimu{ated NO release frOID tnedian 

l (pgf3 111cdiuu emÎnenccs) 

L-NIO (M) + 52 .. BSA 

eminence fragments that participate in tbe: 
modulation of GnRH release is mainlY , 
endothelial in origin. 
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Qntenfs by L ... ~UO» fi NOS inhibltor selecttve for eNOS at 5.10 M,:I<, Ut SlgmfJcantly dlf~crent from the colu~ 
thout fistedsk t:;r lette,r, p <: 0.05. NS, non slgnil1ctlllt dUfercnce; C, control; Pro~ pmestrus. l'rom Ref. (19] ul'l,d Ref.. 
lJ. wifu permission, 

GNAL TltANSDUCl'ION INVOLVED IN 
OS ACTIV ATtON AT 1tHE MEDIAN 
INENCE 

. Rl\pid activation of eNOS aCtÎvity by 
trogel1. Tbe likely implication of estrogen 
mbrane receptor in the rapid estrogen

U1ulatod NO release from median eminence 
aments discussed ubave is strengthened by 
:t~tudy of Langub and Watson (41J showing 
nt the median emltlenCe endothelial cells 
:press estragon reccptofS. Median eminence 
tdothelial cells cOlùd in\.~eed expre~s part of 
eir estrogen receptors at ~he cell surface as 
Iggt!sted by the work of Razandi and co
orkers [32] on CHO ceUs. Further studies 
re perfbrmed in human arteri8~ endothelial 

eells (HAEC) in vitro to btgin ta dissect the 
signal transduction involved in rapid eNOS 
activation subsequent to estrogen stimulation 
[42]. HAEC respond to nanomolaj: 
concentrations of E2~ and E2-BSA by a relea.se 
of NO within seconds aller the addition of thE:! 
drugs;.Jto the culture medium. The NOS 
illhibitor-sensitive estradiol-stimulated NO 
release is preceded by an increase in 
intraceUular calcium concentrations that oceurs 
within 6 seconds after the addition of t.he 
substance. Both the rise in cytoplaSrn!c 
concerrtratÎono of calcium and NO secretion are 
blocked by l,.noxlfen [42]. When intracellulru 
calcium stores were depleted E2~-stîmula.teê 
NOS activity is fully inhibited. These finding~ 
indicated that the rapid eftèct of estrogen or 



utanootlS NO/OnRH secretion monitored 
the aftemoon of proestrus in female median 
Ùlence fragments (Fig. SB). These results 
tlOl1strate that botll the spontaneous re iease 
NO record cd actoss the estrous cycle and 
Ea~*stîmulated NO release1Tom median 
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eminence fragments that participate in the' 
modulation of GnRH release is mainly: 
endothelial in origin. 
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NAL TRANSDUCTION INVOLVED IN 
OS ACtlVA1'ION AT THE MEDIAN 
UNENCE 

Ral>ld activation of eNOS activity by 
trogen. The likely implication of estrogen 
mbrane receptol' in the rapid estrogen

ulated NO telease from median eminence 
• glbents diseussed above 1S strengthened. by 
~ study ofLangub and Watson [41} sl10wing 
:t the mediun eminence endothelial cells 
press estrogen receptors. Median eminence 
dothellal eeUs could indeed express part of 
if estrogen receptots at the eeU surface as 

ggested by the work of Razandi ànd co
rkcrs- [32J on CHO ceUs. Furtbi'f studies 
te performed in human arterial endothelial 

eeUs (HAEC) in vitro to begin to dissect the 
signal transduction involved in rapid eNOS: 
activation subsequent to estrogen stinmlation 
[42]. HAEC respond to nanomolar 
concentrations of Eaf3 and ErBSA by a re1ease 
of NO within seconds after the addition of the 
drugs înto the culture medium. The NOS 
Inhibitor-sensitive estradiol-stimulated NO 
release is preceded by an increase i11 
intracellular calcium concentrations that ooeurs 
within 6 seconds after the addition of th~ 
substance. Both the doe in cytoplasttûo 
concentrations ofcalcÎum and NO secretion are 
blocked by tamoxifen [42]. When intracellulal 
calcium stores were depleted Ezf3-stimulatet 
NOS activity is fully inhjbited. These find.ing~ 
indicated that the rapid effect of estrogen ot 



)5 inendotheIinl celIs ls dependent of the 
use of calcium from intracellular stores 
! tbe cytoplasm. Interestingty, reverse 
lsoriptloil experiments revealed that this 
ticu{ar type of endothelial eeUs (rIAEC) 
,tess the mRNA for the estrogen receptor p 

not the one coding for the estrogen 
eptoru [421. This result .~i..lggests that the 
id nctivation of eNOS activity byestrogen 
'f ooeur ln HAEC through the activation of 
estrogen receptor p. The hypothesis af the 

?lication Qf Il uclassical" estrogen receptor 
the mediation of the rapid effects of 

radiol on endothelial NO release is 
lported by the work of Chen and coworkers 
Il demonstratillg that COS· 7 celIsco .. 
nsfected witb bath eNOS and estrogen 
~cptor Cl cDNAs respond to estrogen by an 
Jte nctivutioll: of eNOS activity, white the 
Ils only tmnsfècted with eNOS cDNA do 
t show uny respotlse. MOl'eover; the 
~mbrtlfiOUS location of the estragen. receptors 
~di~\titlg the tloute e~trogen .. stinlUlated NO 
:ease: ln en.dotheUal ceUs has beeu confinned 
'others (44 ... 47J. 
. Moüulation of cNOS activity ncross the 
trous cycte. The variations of the amplitude 
, NO secretions from median eminence 
19mentsacti)SS the estrous cycle (fig. 1) may 
f due ta either an increase of cNOS 
fpression and/or nn increuse in eNOS activity 
tthin the endothelial ceUs of the media.n 
linence. Unpublished results (Knauf et al., 
01) suggest that both eNOS mRNA and 
otein are differentially expressed in the 
·dian etninence during the rot estrous cycle 
th a peak expression on proestrus. 
'periment) undertakcn in ovariectomized 
d steroid .. prîmed animais suggest that the 
reaSe of bath mRNA and Ilfotein levels of 
OS between the afternoon 0 f diestrus II and 

morning of proestrus are linked to the 
"'tease in El~ plasm1tic levels. These data 
nfirro that estrogen has beside a rapid 
.00btanous stimulatory effect on cNOS 

activity (30], a genomic effect on cNOS' 
expression [19]. The presence of an estrogen ' 
receptor-hinding element on e.NOS pro motet 1 

suggests that estrogen may dlrectly regulate 1 
eNOS gene transcription [48]. The same 
unpublished study (Knauf et al., 2001) 
suggests that estrogen may not only modula.te·· 
median eminence eNOS expression across the 
estrous cycle but also its activity. Estrogen is! 
indeed shown to downregulate the expression 
of caveolin-l, a specifie endogenous inhibitor. 
ofeNOS [49~51] on the aftemoon ofproestrus,' 
stage of the estrous cycle where NO releasing 
activity is maximal at the median eminence\ 
(Fig. 1) [19]. These results show that at the: 
median eminence in addition to its Bcute non-
genomic effect on endothelial NO rele.Qse (30),. 
estrogen modulates both eNOS levels and 
activity during the estraus cycle through the./ 
regulation of eNOS and caveolin-l expressIon.> 1 

Putative ceUu)ar mecbanisms undcrlyi:ug! 
pulsntUe endofheJinl NO rclense. Tne" 
molccular mechunism unde,rlying pul~nti1e Na 
release frOID median eminence endothelial cella 
remains to be elncidated. However, recent 
findings suggest that various stimuli may cause; 
post,.;transcriptional modification!; of eNOS, 
which modulate both the localîzatioll and the 
actlvity of the enzyme, and/or pedodîc rÏses in 
intracellular calcium concentrations thal 
stitnulate eNOS activity in endothelial cells. 
For example, myristoylation and 
palmitoylation are post .. transcriptional 
mod~fications that target eNOS to 
compartments of the celI membrane formed by 
invaginations in the membrane named th~ 
plasmalemma caveoU [S2~55] that functioll ta 
bind and organize a variety of signal proteÙl$ 
[56]) such as membrane receptots, and among 
the m, the estrogen receptors [43]. Within the 
cnveolae, eNOS is associated with caveaIin ... l l 

a resident scaffolding pro te in that selectivel) 
inllibits NO synthesis by antagonizin~ 
calmodulin activation of cNOS [50J. The 
inhibition of eNOS by caveolin-l is reverted b, 



'ItBSeS in calchunlcahnodulin 
ceutrntions that activntes eN OS activity 

tenders eNOS more sensitive to 
ialnûtoylation [57] and leads to eNOS 
lslocntion to more soluble intracellttlar sites 
~tethe nctlvîty of the enzyme ls further 
lanced by phosphorylation (58] that 
ranses the efficiency of its activation by 
~îuru/calmodulin [59]. After the decline in 
-ncellular calcium to basallevels, caveolin
Ila)' once agnin interact whh eNOS~ leading 
enzyme inhibition. Then, re.palmitoylation 

eNOS facUitates rapid and efficient 
biUzation of the inactivated enzyme withln 
l taveolar oompartment [60,61]. Snch il 

,le of activation for eNOS in response to 
tled stimuli, sucll as estrogen [62], factors 
r.nuIating a .. protein-coupled receptors [63], 
gtcrwth ntctors (64] coutd account for 

lsatile NO l'cleuse nt the median eminence. 
:etflstingly. the ïl'1cdiun eminence endothelial 
Ils exp~ess the neuropeptide Y (NPY) YI G· 
Jtein .. coupled receotol' [6.5] thnt 19 kn.own ta 
tlvate NO putl1way in endothelinl ecUs [66]. 
:ly, tl Key modulator of GnRH release 
1))(j&} eould thus be one of the factors 
creted at the median eminence that regulates 
tlsatile endothel1al NO releuse. Glutamate, 
Iodler key n1odulator of GnRH release 
9,70], could aisa be involved in the control 
" median ellÛnence endothelial NO retease 
rough the ~~tivation of NMDA receptors 
1] thnt may be expressed in cerebral 
dothelial ceUs [72] via the modulation of 
mcellular calcium concentrations (73]. 

MMARY AND CONCLUSION 

At the median eminence NO appears to 
an importuut neuromodulator that controis 
RH release into tbe pituitary portal blcod 

:ssels~ Studies in median eminence 
19ments nom female rats demonstrate that 
isgaseous signaIing molecule is secreted 
ontarteously from the endothelium of the 

vnscular wall located at the itnmedlat~ 
proximity of the GnRH neuroendocrine 
terminaIs in the external zone of the median 
eminence. This endothelial NO secretion 
during the estrous cycle is both pulsatHe and 
cycHe. The fnct that the increase in median 
eminence NO pulse amplitude on the day of 
proestrl1S is con'elated to an increase in basal 
GnRH release and is concomitant with the 
increase in GnRH pulse amplitude observed in 
vivo [74] strongly suggest that these evcntsnre, 
tightIy linked. Estrogen appears to play a key 
raIe in the modulation of this cyclic 
spontaneous endothelial NO release at the 
median eminence. Estrogen exerts il 
stimulatory effect on NO/GnRH release at the '. 
median eminence through both an aoute aôda 
long-term effect. The acute non·genornic 
action of estrogen is mcdiated via tl1e. 
activation of endothelial membranous estrogen 
receptors thal subsequently stirnulute aNOS· 
activity. The long-tenn action of estrogen on' 
NO/GnRH release appears, ta be rnediated, nt 
least in part, by the stimulation of eNOS: 
expression at the transcriptiol1t.ll level and. the: 
down .. reguladon of caveoliu· 1 protein 
expression that is an endogenous inhibitor of 
eNOS activity. These findings demonstrate that 
the spontaneous NO release at the median 
eminence, which muy modulate both pulsatile 
and cyclic GnRH release, provides au unique· 
regulatory mechanism for the GnRH 
neuroendocrine axis by which it could control 
primary events such as puberty, gametogenesis 
and ovulation. 

Along with the implications regarding NO 
and GuRli neuroendocrine functionJ the 
present f1ndings are important because they: 
reveal the involvement in the central control 011 
reproduction of cel1~to-cell communicationi 
processes other than the neuron-tc-neuron ori 

gHal-to .. neuron interactions [75,76J, Le.;! 
endothelial cells in the contrt)l of tnedian 
eminence neurosecretions. 
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DISCUSSION 

Ce ttnntil dc thèse nous pemlet d'envisager l'implication (Pêlémcnts complètement 

Muv~unx ùllns les mécanismes de contrôle de ia libération pulsutile de la GnRH. Tout 

(fllbord j H semble que lu libération pulsaHle de .lu GnRH soit intimement liée ft une sécrétion 

~l,P'-snt Jn!1~ntile d,e NO. Ensuite. il semble que le NO impliqué soit synthétisé 

~~tL~lJ.!~!1t par l~t.ç~!lule~ !:l}q9.tl\~Ha~es de l'EM. qui doivent alors être considérées 

commo des pnrtcmtires mm néglig~lbles dans ln règulution de la sécrétion de la GnRH. Enfin, 

cerrains Il!!1f!~.e~. présents dans l'Elvl. ~~t modlller.c~!!.~ li!,érlllio!l spplltanée de N9 

~!:!~!.,~~. et influenter ln libération de la GnRH via cette vOÎe, 

Grâce à l'utiHsntion d'une technique de mesures ampérométriqucs. nOlis avons pu 

~tudier* t'X l'iro. le m()do du sécrétion du NO nu niveau de ItEM. Cette technique 

ml\i1èrométrique est ln seule qui pennelle ln d6tectioll directe du NO, en temps réel, sans 

passer par des molécules intenllédiaires. CeUe méthodologie. déjà utilisée au laboratoire 

(Pre\l1t t't ill. l t)98h. 199'Jb) il pcnnis de montrer J'effet de substances exogènes. telles que la 

m~1fphinc ct te {1(l-œstrudiol. sur la libération ponctuelle de NO 1 GnRH dans rEM de rat 

m{ttc, Il nous est alo1's paru intéressant de savoir si des tj'agments d'EM de rates cyclées 

1ibémicnt du NO spout.mément. s~ms ajout de substances exogènes, et donc dans des 

çondittmls lc'ltus proches de la physiologie. 

Ainsi. ùans notre prcl11ier travail. nous démontrons: 1) que la sécrétion de NO au 

ni\"e.m "lc rEM de mte est spontanée. pulsatiIe et uussî cyclit.lue: en efTe~ le jour du 

11mœslrus. la hbémtiotl de NO augmente de façon sigmflcutive. avec tin maximum {t 1600h ~ 
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ICt 2l 'lue ln sécrétion de NO est positivement corrélée à ceUe de la OnRH: de fortes 

libérations de NO sont associées il desconccntrntions importantes de OnRH dans le milieu de 

survie. 

Les rèsultnts pcnnettcnt d'en\'isn.gel' utt rôle crucinl du NO duns l'activité du système û 

OulU!' Ainsi. te NO pmUl'uit intc.tVenÎr diUiS l'activité pulsatile des neurones à GnRH I.lU 

niveau de leurs corps celluJnires situés dans l'APO, mais également au niveau des 

terminaisons nerveuses dans l'EM. L'ensemble de ces actions pourmit favoriser lu 

synchronisation des neurones à GnRH et pennettre l'obtention d'un pic préovulatoire de 

GnlUt. 

Ln sécrétiull de la OnRH ml nivcnu de ItEM résulte de! ln rythmicité propre des cellules 

il (înRU. et d~ hmr synchronisation ·(lVeC les collules il OtlRH voisines. Lu participation des 

nOlU\lnc~ fi Gl1RH dans ces deuxpl1ênomètws teste vérItablement à découvrir. Cependant. 

ùiff~rents tU'gUU10l1ts obtenus sur les eeJIulcs immortulisées OT1. mais aussi sur des explants 

de I,Iw,mdcs ofnu:tives, laissent supposer que les cellules à GnRH pourraient êh e le générateur 

des pulses. Les ccllule~ GTI ont des potentiels d'uction spontullés dépendants du Cal+ 

e:\tmcefluhlirc (Vml Goor tH l1L. 2(00). De mêmt\ dans les placodes olfactives embryonmûres. 

les cellules ft GuRli possèdent un n~canisme endogène pennettant de synchroniser les 

oseiUalions de C'azt- cytosolique (Ternsnwa et lIi. 1999b). ActueIJemcnt, on ne sait pas 

\lêriHlhfcment s'fi existe uue relation entre ces osciIhltions et la libération spontanée de GllRH 

Ptl}: ce~ ceHtlles rrenm.w'a et al" 199(0). 

Il I\Ufüît cependmtt tr~'S p1'Obablu que la composante importante du générateur de pulses 

S\)}t lU's cellules ù GnRH enes~mêmCE. Cependant, la synchronisation de ces pulses demeure 

une I.lut:stton in·èsoluc. Certains l1utcurs ont émis l'hypothèse d'interrelations entre les cellules 

â finRH vü, dt:"s JoncHons communicantes. Certains arguments sont cn faveur de cette 



h:pothèse: 1) les cellules OT1 sont çapublcs de synthétiser ln COlllloxine .. 2û (Matesic et al.. 

19()}\)~ 21 dlel. la rate, H{)SllY et Jell[l~s (1998) ont observé la présence de conncxine~32 dans 

les COll)S ceUulnires et les termimdsotls il GuRli, Cependant. même si Suter ef al. (lOOO) ont 

lnotltré l'existence de rares oppositions entre quelques neurones à GnRH dnns l'APO de 

SOUrIS, il n'a ,tmnuis pu être démontré l'existence de jonctions communicantes entre les 

eeUules â GuRli. Par conséquent, l'llypothèse du rôle du NO comme synchroniseur de la 

Hhémtion de lu GnRH émise par plusieurs autcms (Wetsel. 1995 ~ Prevot V ct Cl!.. 2000b ; 

Terasawa. 2m)} J. parait cohérente. Cette synchronisation peut s'exercer uu niveau de l'AFO, 

ct aussi au niveau de l'HM. 

~1Jt!!ix~~@!L~~..Q" il est «dmis que d~s neurones exprimmtt ln nNOS et Ctltoumnt les 

Ct1ij'ls ~eUu:luites des ltcut'ones l\ GuRH (lterbison tl / al.. 19(6) potinaient être impliqués dans 

J(i' cnntrô!e de J!tu~tlVité des neunmes t\ GnRH. Hu effet. Pu et al. (l(98) ont observé, por 

microdiidysc. tlue III synthèse de GMPc, ind~x d'une activit.é NO. augmentait Paprès~micU du 

Pft'(l!stms au niveau de l'APO médiane. De leur côté, Lamn)' el al. (l999J lémontrent que 

'·expresshm de la protéine lù~OS augmente de façon significative l'nprè5~midi du proœstrus 

daus l'ArtO. Le NO semble donc jouer un rôle au niveau de r APO. rôle qui reste cependant à 

pl1.'dser. Seloll f)u e'l at. (1998), la libération de cGMP 1 NO au niveau r'e l' APO médiane 

permettrait dt~ stimuler la Hbération ùe NPY. ce qui enclencherait les méCtUlÎsmes 

r~p"nsublcs de la survenue du pie proovulmoire de GnRH. 

L 'existence de récepteurs NMDA (Bhat el al., 1(95) et mu (J.l) (Bouret et al., 2000) au 

niwml dcs neurones NOS~positifs de l'APO lnisse supposer que ces neurones sont sous le 

cuntrtllc !) du glutmmtte. stimulateur du système à GllRH. ct 2) de la fI-endorphine, inhibitrice 

sur le sys.témc à Gl1RH. Ces deux neurotransmetteurs pourraient donc être impliqués dmls la 

réguhHion de raethité des neurones à GnRli au niveau de leurs c<1rps cellulaires viu le NO. 
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Cependunt. il est prob(\hle t.we d'antres lleuromodulnleura soient impliqués duns l'activité des 

cellules cOlltcmmt In. nNOS dans l'APO. 

L 'utHistttion du double marquage en imnHlnohistochimie ft permis de démontrer, nn 

oÏ\enu de l'APO, que les neurones inullunopositifs pour la nNOS peuvent également co· 

1':>l:Ju'imer de nomhreux. nemopeptides tels que les enképhalines. la cholecystokinine et I~ 

substance P {Yamndn et al., 19%). Pur ailleurs. Caillol et al. (20nO) ont montré la présence 

d'Ubltocytl.'S hunmuméuctifs pour la oNOS ml niveau du noyau suprochinsmatique de rat. 

t:c:'tiÎstence d'ast.rocyles exprimunt la eNOS au niveau de l'APO. autour des corps cel1uhtires 

df!S neurones à GnRHt peut Ctre envisagée. Bu conséquence~ les pérkmj'ons li GnRH 

NClergittue prélicntt: duns les cellules ûstrocytuires lloumlit être déclenchée par des récepteurs 

ulpbINunjno<\~hydmxy .. 5"1l1ethyl .. 4 .. isoxnzolcpropionje llcid ou AMPA. 

EtIl cmtclusioll. de nomhreux arguments sont en faveur dtun rôle du NO dans l'APO. 

t\"end~mt. m \lH'{J, il n'a pus ét6 démontré que ce NO intQrvellnit duos la plllsntiHté (lU même 

la synchronisation des cellules tl GnRH. 

Au IUveau de l'EM, l'impoI1nn<:e du NO dtlns le contrôle de la libération puIsatile de 
~-

la t.inRH est chtit'cment établie de!mÎs quelques années. aussi bien m VIl'O (Rettori el al. 

t994~1. Jf.)i)4b), (Iu'ill rilra (Lopez et aL. 1997). Ainsi. le blocage de l'acttvité NOS ou 

!'{li')jlort exog~ne: de donneurs de NO ont prouvé indirectement t'importnnce de ce messager 

g:UjlU1l:. dans le contrôle des neurosêcrétiolls et de ln sécrétion de la LB (Introduction, lIt 

Notre trav.dl est le premier ù démontrer l'existence d'une libération spontanée et 

puhmtHe de NO pilr des fragments d'EM de rates cydées. Cette sécrétion de NO varie au 

C'tlUl'S du cycle œstral: elle est positivement corrélée â la libération de la GnRH et est 



fl1t\xtmtlle il 1600Îl en pro œstrus. Utt moment du pic prêovulntoire de GnRH. Par conséquent. il 

îlPP~traît Huisemblable que cette pulsatiHtê du NO intrinsèq\le il itEM soit un élément très 

Huporttmt dMS la pulsatHité de hl sécl'étkm de GnRH. 

Au vu des résultats obtenus", nous pouvions supposer que les stéroYdes gOl1udiques 

étaient hnpHquès. au coUts du cycle œstral. dans cette libération pulsatile et cyclique de NO 

par rEM. C'est la mison pour laquelle nous avons réalisé des mesures ampérométriques de 

NO, c:bcz: des unÎumux ayant subi Ulle ovariectomie avec ou sans supplémentation en 

stéroi'dcs 

b;\ iSupplêmï,mtutioll en œstrudiol chez des rates ovx entraîne une libérntion mussive de 

NO tinRH daus t'EM. Nous pouvons alors SUl)pOSer que la libération importante de NO 1 

GI1RH ()hservée dès le matul du pl'oœstrus serait due il l'augmentation mussive de la 

conC'entrlltlon L'II œstradiol plusmntique {Smith ei al., 1975). Par conséquentt l'effet 

slimul~lteur cl,! l'œstradiol dans les conditions physiologiques sur lu libêm1Îon de NO dans 

rE~1 puu:r:ruit être me.mbrnnairc\ très rapide (quelques minutes) (Prevot ct al., 1999b). nmis 

mtSsl. Cllmptc hmu de nos observations. être génomique. Dans d'autres modèles, il a été 

montnS que l'œstradiol stlmulaitl'ex.prcssion de !'ARNm et de ln protéine eNOS (Weîner el 

ut. ItN4 ~ McNeill el al .• 19(9). 

Leii fittes (WX, supplémentées il l'œstraùiol et traitées à la progestérone, ne présentent 

pus une hbératllin de NO significativement plus élevée que les animaux ovx. Dans notre 

s}isti:me. lu pn.lgcstérone ne scnüc pl.lg un des acteurs majeurs impliqués dnns le contrôle des 

hUcrreJntitlns entre le NO et la GnRH provoquant l'induction du pic préovulatoire. Son 

hlllml'tancc n'est toutefois pllS ft négliger puisque les antagonistes des récepteurs à ln 

progestérone bloquent le pie de GnRH : LH induit par l'œstradiol chez les L!! IChnppeU et 

td., 2000a et b) De plus. les souris KO pour le récepteur il la progestérone ne mOllirent pas de 

H 1.'1 dc FSH inùuits I,ar l'œstradiol (Chappefl el al.. ] 999). Dans nos conditions 



f;!Xl)Qrlmentales. hl supplêmontaûoll en œstmdiol plus progestérone chez dos animaux ovx 

cntrtlîne lm piC do LH correspondant uu proœsttus 1800h. Nous pouvons imaginer qu'à ce 

stade. l~l progcslémue joue 1111 rôle de frein sur la sécrétion de NO. et ceci dans le but de 

retourner ft des niveaux nusnu.x de tibérntion de NO 1 GnRH : cet événement pourrait marquer 

lu début de la rétroaction négative de 1I1pn)gestérone. 

P~\r ~\iUeurs. nos aninU\\1x n'êtant pas sllrrénalectomisés (ndx). l'innuence des 

surrénales dans la régulation de la sécrétion de la GnRH ne doit pas être négligée. En effet, 

ceU~fH:î (lU! ln capacité de sécréter des stéroïdes. et notmmnent de la progestérone (Br-dM et 

dl.~ 19(1). EftèctivertH.mt~ npl'ès ovnnectollùe, des taux dtœstradiol (:t de progestérone 

plasounitIl1c restent fou_Jours dêtecttlbles mais en très laible quantité. On ne peut éctlrtcr que 

ces Btr:roïdcs influencent le système il GnRtL Dtautres expériences de mesures 

ltmpét'mll~triques chez des il1ÙmnUXilvx et (\dx permettront de détcnl1iuer l'infitlence des 

sUI,~nnl($ sm' lu sêcr~tion de NO 1 GnRH. 

Et~mt donné que les neurones à GnRH n'expriment pas les NOS ltl vivo (Grossman, 

Il)(M; Hcwison cf al., 19<)(,) par opposition aux cellules tUffilOrtaHsées GTl à GnRI1. (Lopez 

t'J u/ .• 1991 ~ MullUchoklertwattnnn (c" al,; t994). la source du NO dans rEM est donc 

«exogèlle)) nux termillaison .. t; nerveuses à GnRH. 

r)u liu1 de son rôle ûe mcs!mger gazeux diffusible. le NO pourrait activer en même 

temps les vnies GC el COX (Introùuction, n. Cbapitre 6) de l'ensemble des temlinaisons 

nerveuses des neurones à GuRU de ln zone externe del'EM. pennettre leur synchronisation ct 

ri."M1Cj:1tlSe dus granules contemull lu. GoRH dans le sang porte. Cette hypothèse de «NO 

syncbronisctlfl> est renforcée pur le fhit que la période moyenne des pulses de NO mesurée 

dang notre étude est de 32 ± 1 min. (n :-.: :;6), ce qui est très proche de ta fréquence de sécrétion 

dê 1,\ (inRH (3:\1 8 min.) }1ar des explnnts d'hypothalamus de rat mâle (Bourguignon et a!., 

61 



19\)l}, Au ~ours du cycle œstral l nous constatol1s qtù\Ux stmles proœstrus U80011 et 140011, les 

périodes sont significntivement plus t'ribles (29 ± t min ct 2S * 2 mjn. respectivem.ent), ce qui 

sugg~ll! une activité NO plus rapide ft ces moments. De même, en proœstnls 1700h el 180011. 

ta rluree des piCS est uugmentêe (28 ;1; 1 lUin et 27 ± 2 min. respectivement), Ainsi. il apparaît 

.que plus la ltbémtion de NO est importante (amplitude, nire. fréquence. durée), plus nous 

ohservons un accroissement tle h\ libêrotion de la GnRH. Dès lors, puisque ln libération de 

NO au n-h'câu <le l'EM est, dnns notre étude, cOI'rêlée positivement il celle de la GnRlI, 

1l0Uspouvons Ilcuscr que tes sécrétions de NO précèdent celles de la GnRH, et îluraÎcut 

un rôt~ synclu'oilÎseUl'. O.!tte hypothèse pourru être vérifiée grâce li l'utilisation dt
ul1 système 

tif! i~hamhre il périfusiou comp.«tib!e iWec nos sondes NO. Ce système va nous pennett1'c de 

nle~urer.en <.mnlhm. le NO lihéré par I~.EM" et de doser,. dans des périodes plus courtes. lu 

liMration de la (lllRIL 

En ct:mdusio1). on peut émettre }'hYllothèse que le ( pulse gencrntor)} initial est ln 

cC'lIule il OnRH. el qu'il existe peut être une s)'11chronisatiol1 des cellules via le NO dans 

r,\po: mais ccci reste ccpendwlt à être démontré. Pal' contre, nos traVl\UX suggèrent 

f()rtèbw.nt q\f'il exista un syuchronist'tH ~Oergl(tuc dans l'E1\>l qui permet de mettre cn 

plmse ln décharge de la GnRH dans le système porte. Ce synchroniseur serait dépendant de 

la concentmtion plasnmtique cn œstradiol et pourrait être lié ù une action génomique de ce 

st~mïde. te r(lle de hl progestérone reste il être démontrer. 

111 Origine du NO libé,'é de façon Sllontuilée 

Au nheuu de rEM. le NO petit être synthétisé par tu nNOS et ( ou la eNOS. En effet, 

des fibres de tleumnl!S, immunot'é'dctives pour 1~1. ItNOS. ont élé détectées au niveau de ta zone 
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mtf.'me de rEM UicrbisOIl tU al .• 1996 ~ YuulI.\da (Il trI., 1996), Parallèlement, les cellules 

tiudQlhélilltes du S)!stêmc potte hypothatUl1l0"ltYPO}lhysaire sont iUllllunoréactivcs pour ta 

cNOS (Prevot (,lI al.; 2000b). Certaitls arguments nous laissaient supposer que le NO 

synthêtisè }mt' les cellult;:s endothéliales de ItEM pourrait être impliqué d.ans le contrôle de la 

libération pulsutile de la GnRH : 

t) des truvaux ef'ft.'Çtués précédemment dans le laboratoire ont montré que ta libération 

de NO par l'EM. sous J'action de substul1ces exogènes comme ln morphjne ou l'œstradiol 

(l}revott:l tll,. 1998b. ll)l)9b)! pouvait être inhi.bée par le [,-NI0 Ù 5.10·1M. Or, même s'il 

n~existc l)\1S de véritables Inhibiteurs spécifiques des différentes NOS. il est admis qu'aux 

.etmccnlnnio118 utmsées~ le t, .. NIO est p.lutôt spécifique de la cNOS. Compte tenu des réponses 

li1l,iû\JS obset'Véc8. tes actions de ln morphine ~t de .l4œstrndiol pussernient via des t'écepteurs 

nlf:tllbrnnnires 10CLllîsés nu nivellu des ceUules endothéliales (Prevot et al., 1998b, 1999b). 

2i Agun!l t~t al. {1(96) ont montré 'lue des injections i.e.\'. d'oligol1ucIêotides al1tisens 

de reNOS $t.1nt plus efficaces 'lue ceux de la nNOS pour supprimer le pic de LH induit chez 

dl.'S mtes uvx ct supplémentées en œstradiol et progestérone. 

3} le troisième tugument est. li.é à rtlbscrvatÎotl de dysfonctionnements importants du 

\:yde o:struf. ùe la morphologie ovarienne, de l'ovulation et de la stéroïdogenèse chez les 

souris knm::k..uut pour la cNOS. 

n.?11cndllnt. l'élément majeur et le plus intéressant concerne l'étude de l'expression de 

bi t'NOS dans rEM llU c.ours du cycle œstral et dans des conditions expérimentales. Nous 

l1HmS otlèctivcmcnt démontré que les taux d'ARNm et de protéine cNOS dans l'EM 

.mgmcntent à 0800h et 1600h en proœstrus par rapport au diœstrus IL Ces taux retoUnlenl à 

dcs nive~lUx basaux dès l80Uh en proœstrus. ct jusqu'au diœstrus Il. Par ailleurs. l'influence 
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tlos stéroïdus. et surtout celle de l'œstradiol, est très nette. Les ilnimaux ovx ont des taux 

d~ ARNm et de pn)t6illC: eNOS très fuibles, Ln stlpplêmentntioll en œstradiol cbez les rates QV"X 

entmîne une augmentation de l'expression de l'ARNtu et de ln protéine eNOS dans rEM. Par 

cnntn:. la 5uppJê:mcntntion ell œstradiol plus progest~rone provoque ulle diminution du taux 

d~ARNm eNOS mais n'affecte pas les taux de ta protéine eNDS. 

Au \'U de ces résultats. nous pouvons supposer que j'augmentation de l'expression de 

t'eNOS dès le matin du proœstnls serait due li une concentration accrue d'œstradiol circulant. 

dont rintluence a été montrée précédemment sur la libémtion de NO 1 GnRH. Cet œstradiol 

était tlt:iit connu pour stimuler l'expression dt. llARNm cNOS (Weincr et al .• 1994) et de ln 

Ilfut("Î.n~ t~NOR (McNeiU (JI aL .. 19(9) dans les cellules clldothélinles, Duns notre étude. 1~1. 

pr'lgcstéronc serttit inhibitrice sur la trmwcription de )' ARNm eNOS. mais pliS sur J.a 

tr.ldltction. ActtleIlcmellt~ aucune étude ne s'est intéressée ft fteffet de la progestérone sur 

I"exprt:ssioll de. t+eNOS. Des tr'lvaU'li montrent que la progestérone peut pl'()voquer une 

dimitmtkm de l'activité NOS chelles nlneroplmges par son action inhibitrice sur l'ARNm de 

fa iNOS {Sahnuau el Ill., 2000}. Les taux élevés de protéines observés chez les rates ovx 

sU1'lplementées en œstradiol et progestérone seraient dus il. une synthèse antérieure de protéine 

eNOS eu répl.nlsc il l'action stinndatrice de l'œstrndiQl. Physiologiquement, nous pouvons 

alors unugil1cr t.lue ln progestérone pcttllcttmit U11 retour à j'état basal de l'expression de 

rcNOS tlUflS rEM dès 1800h en proœstrus ct jusqu'nu stade diœstrus H. Ceci se répercuterait 

alors uu IUve;'lU de la sécrétion de NO qui serait. dès lors. moins importante: le rôle de frein 

de ta }m.lgcstérone pourrait s'exercer en partie via une diminution de l'expression de l'ARNm 

de t'vNOS. ce qui aboutirait dans des temps plus lungs à. tille diminution de ln quantité de 

protéine eNOS et il uni! chute de la synthèse du NO d'origine endothéliale. 

NI.)uS remarquons ëg3lement que tes tuux de protéines env-l, localisées dans les 

(il'ttules emlothéhales. ont un profil d'expression inverse de celui de l'eNDS : l'expression de 
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1!.t\ .. l '<luns rEM chute de façon sîgnHicative il 160f)hen pro œstrus. La fixation de la eav~ 1 sur 

SteNOS hloque So11 activité: la dissociatioll du complexe cNOS 1 cav~ 1 en réponse à divers 

stimuli Va directement provoquer latrunslocation de t'cNOS vers des sites intracellulaires où 

eUe sera active <Michel, 1999}. Une étude récente de Feron et al. (2.001) a montré que 

t'activité de l'eNOS était directement liée à la quantité de env-! : la stimulation de cellules 

emlothêlinlcs par ratorv~\stutîne (mtmino une diminution de ta quantité decav-l, ce qui il pour 

e!tèt de restmlIer l'ltctivité NOS basale ou stimulée. Ainsi. nos résultats laissent supposer que 

les taux ét.evés de NO mesurés à H,OOh en proœstl1ls, seraient en parüe dus à une 

ilugmenttltion de l't>xpressiou de PeNOS, {tU niveau ARNm et protéine, muis aussi à une 

,diminution du ta\1X de III quantité de protéh1C inhibitrice euv-l (FI GUBE 12). 

POUl' étuùier {\iuflnence des stéroïdes, nous. no\\s sommes intéressés ù l'étude de 

l'expressioll. de tt~ luotéine ctrv .. l dans l'HM de rntes OVX. OVl supplémentées ell œsh'udiol. 

t)'YX sUPlllémentêes en œ5ltndiol et progeslêrone. ta supplémcntlltion en stéroïdes (œstradiol 

li\! œstradiol plus progestérone) prQ\'oque une dimintttion significative du talLx de cav-l pur 

tlppusîtion aux riltes témoins OV1\.. L'œstrudiol pourrait donc avoir un effet inverse sur 

l'~xpl'eSSitlU de l'cNOS et de la eav-1. La eombimüson entre une augmentation du taux 

d\~N()S ct une diminution du taux de e~lV~l n déjà été observée aux niveaux d'artérioles par 

PcUcgrino el ,li. (ZHOU). ct cet effet de l'œstrudiol semit crucial au déclenchement du pic de la 

GnRH. 

Eu résumût les variatÎons d'expression de- la ~NüS au cours du cycle œstral 

slfÎ.retlt: Ics l'adulions de NO mesurées par ampérométric: le jour du proœstrus, 

l"eIpr~ssiau de J\'NOS au niveau A-RNm et pl'OtéhlC est maximale à 080011 ct 1600h. VlIe 

tm'te :wgmclwltiou de l'expression de PeNDS associée il une diminution de celle de la 

env .. } permettrait d"obtenir une Ubérntion rtmssÎve de NO il 1600h cu proœstrus, au 
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FIGURE 12. Representation schématique des variations des taux d'ARNm eNOS et des protéines 
~NOS et cav.l dans l'EM au cours du cycle œstral, en association avec les tau.'C en œstradiol et 
ptegestérone plasmatique (n li: 9. par ~ure et jour). 



lllolltelJt (lu pic- de ln (~tllUI. l/ws(rndlol, qui régulé hlVcJ'scllllmt l'cxl1ression de ces 

deux l)l'ot.êines,sembll!' êtro tmêlémètlt nmJc.llr dusystèl11c eNOS 1 NO 1 GuRlI. Ce 

ttnvnU llrO(iV~ {llte Peu.dQthélimn est bleu impliqué dnus le ~ot:ttrôle des ncurosécrétious 

!il( niveau do pmu, ct est le premier à iUlpUqucr la cav-l nu uivcnn de l'axe 

fCpl'oductcur. 

U existe és3Iemcllt d'tlUtrcs types de regulutlon irnpliqués dans Je contrôle de l'activité 

de' r~eN()S : des trovmrx réconts s'intéressent aux méc~lnismcs d'activation de l'cNOS stU1S 

intervention de ('{t'!< (Intr(lductioll. n, Ckt/pure 5. c) . Les kinases de type Akt sout capables 

de phospÎ1uryt"y la cNOS sur des résidus Séline'i induîso'nt SOll activation d'une façQll 

indépcl1dante du Cal
+ (Fulton (Il al.l 1999 ~ Din:Ulleler at a/'1 1999). Ces types de 

. modificmiol1S p05Mrnductionnelles devront être étudiés prochaInoment dans notre l110dèle 

~mlp~rntl1êtri\l\l(! 'le hlocngc de: la. voi~ Akt nt1llS potmetlm de voir rinOutmee de cette khl-"lSQ 

dîltlS là libérntion ~pontanée de NO d\"rlgineen.dotbêUalc. 

III 1 Elêmeut(s} générutèur(s) dcltr sécrétion spontauée de NO nu niveau de rEM 

Lu ponrsuite logique de noIre travail il été de réfléchir sur les mécanismes responsables 

de (:~ue puIsutilitê de \a libératl()fi de NO par I~EM. Deux grandes hypothèses nO\15 

)lilrnissaient pussibles ! 

1) les cenules endothéliales du plexus porte, comme les cellules à GnRH. peuvent 

avoir leur pulsatiIitè intrinsèque qui peut être modulée soit ptlf les œstrogènes 

circulrulls. et ou par des mmrOh011110neS libérées par la zone exteme de l'EM. 



l} ln PU1S1\tiUtè de la libêmtion di.) NO est direct~mellt 1iêe à r (tcHon de 

Ilcurohnrrnoncs. ~tle$"'n1êmes d6versées de façon pulsatile par des terolbmisons 

.tl~rvetlses de rEM, ~t quiagirail':nt 5.\\1' les cellules endothéliales. 

l)mlS les deux cas, cela itllpliqllc l'existence de récepteurs aux neurohormones dans 

l~EM .. ct dans le deuxième cas~ cela suggère que les neurohonllones doivent être libérées de 

façon puIsn.tile. 

Vhypothès@' d'ullo pnlsntilitê intrinsèque déS cellules endothéliales nJa pas pu être 

vérifiée. n nous serait necessrûre de purifier des cellules endothéUa.1es de l'EM, et cette 

appro.cM: fait actuellement foq}ct deperspeetives nn Itthoratoire. Par contre, nous ~lVOllS 

~lhm'{l~ \tl.!S points pouvant tlIJPorter des éléments de réponse à tn deuxième hypothèse. Nous 

î.{Vi)llS ~tuùiê les cftèts de deux substances: le NPY ~t ln gnlanine. 

ri;.tr RT .. PCR. nous aVons amplifié les ADNe spécifiques des récepteurs Y 1 et Y2 au 

NPY :4 llartir dt' fnlglllimts d·EM. ce qui nous permet de conclure que tes ARNm des deux 

t~cclibttu'S sont bien présents dans l'ENI. Nos travaux ont montre que la sécrétion spontanée 

dc NO' GnRH diUls l'EM de ro~es en proœstrus 16001\ était diminuée significativement 

lorsque ces EM sont mises en présence d'un antagoniste spécifique du récepteur Y2 au NPY~ 

le alIEo1Ail (DQods etai., 19(9). Par opposition, l'addition d'un antagoniste du récepteur Yl. 

te UtBP3226 (Xu fll it/., lOOO). ne provoque pas de modifications de la sécrétion spontanée de 

NO GnRH. 

t'omme MUS l'avons détaillé précédemment (lntroduction. I. Chapitre 5, b), le NPY 

est largement étudié dans le mécanisme de la libération de la GnRH. Ce neuropeptide. très 
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present dm\.~ rhYllothulatu\ls (Allllt\ e/i tll~t 1983 ; McDonnld ('t al .• 198B), est indispensnl\le à 

réh~boration du pIC préovulatoire de GnRH (Wehrcnberg cl al., 1(89). et est libéré au niveau 

.(i~s ".aisseau.x portes PO\lf moduler la libération de la LH induite par ln Gl1RH (Sutton el al, 

19&8). En effet. le jour du proœstrus est marqué par une augmentation de ia concentration en 

NP)" dans rEM (Sahu et <d., 1989), notamment l'après-midI au niveau des vaisseaux portes 

hypophysnm.'s (Sutton CI al., 1(88). Cependant. jusqu'à présent. on considémit que l'appOlt 

exogcue de NPY sur ùes fmgments hypothalamiques entrainait la libération de ln GnRH pur 

une l1timul~lfi(Hl de récepteurs YI (l{,nlrn. cl al., 1992), situés sur les terminaisons nerveuses 

des JlCl1l1mCS à UnRH ct i ou sur tes cellules endothéliales (Lî et ,11., 19(9). Ce récepteur YI a 

~!ttdmnent été observé tians [cs cellules 01'1. et sa stimulation entrwne aussi une libération de 

l:\ OulU! {Bcsecke cf cll., 19(4). Ltimplication du récepteur 1'2 dan", ce système n'a été 

étudiêe tlUechul les p~ <ons (Pong CI al., 19(3) ct au niveau des cellules GTl (Besecke cl 

ul .• l~}1J4). NOUe tr1lvnil {!~j, le premier li montrer Itimportance du récepteur Y2 dans la 

lih~tati(m de la GnRH chez hJS mammiferes . .De pins. flOUS avons démontré J'existence d'une 

voie (.tNPY .' Y2 -+NO endothêlhd ~ vnRH>l. D'autres travaux ont cependant démontré que 

le NIl\" I1tlUVtùl induire la libération de NO pur ùes cellules endothéliales d'artère, cérébrales 

de rat via les récepteurs Y j ct Y2 au NPY' l'activation de ces récepteurs a entraîné une 

m,èmUoll de NO par ces cellules (You f!t ûl., 20(1). Dan~ m.ltre système, le blocage du 

f~\:el'i~l1r Y2 pmvoquc une dlluinutton sigtüficutive de lu libération spontanée de NO au stade 

l,roœst11l~ 1 bOOh, stll\Je où hl ltbération de NO est maximale (voir article 1), mais r~e l'inhibe 

pas entièrement. Cette baisse d'activité NO est associée il une diminution de la libération de la 

GnRH. i.e faIt 'lue le blocage du rècepteur Y1 par le BlBP322ô, antagoniste spécifique du 

rt'çeptet). YI. n'il aucun et1èt sur la sécrétion spontanée de NO " GuRH, u'est pas 

ct'mtmdictoirc tlVec l'étude de Xu ri al. (2000) : ces auteurs ont montré que l'apport exogène 

de NPY sur dl!s fmgmcnts d'hypothalamus cntraînait une libération de GnRH via une 



prêsen\ (lm},!) rhjt'lmtht\lat\lusf Anen. tll dl'I 1983: ~ McDonnld et aL. 1988}. est indis'pel~sable à 

f;~él,ibo~ltîQn dtl pic lln!o,,'Ulntolro de GnRB rWehrcnbcl'g el (1/., 1989), et est libéré au nhteau 

d(~\1ÜSSC~mx porb.'S pour moduler III libération de ln LH induite par la GnRH (Suttan el ait 

lWiS). En e:lîbt.le jour du pro œstrus est marqué pnr une augmentation de la concentration en 

NPY (tlUls r.EM (Sabu et (li. 1989), notamment raprès-midi au. niveau des vaisseaux portes 

llypophysuires {Sultan (Il al.) 1985}.Cepclldant. jusqu'à présent, on considérait que l'apport 

exogène de NI?Y sur des rrngmcnts hypotl1nhuniques entraînait la libération de la GnRH par 

tnJe stimulatioll de rt!tqlteltrs Y l (Klllrn.t.;1 lll., 19(2). situés sur les tcnninll1S011S nerveuses 

dçs neuron~s 1\ GnRH et 1 ou Sllt' les cellules endolhéliales (Li et al .• 1999). Ce récepteur YI a 

ê~tüemenl ~tê obse~é dans les ccl1111~s 0'r1, et su stimulation entraîne aussi une libération de 

la {]tIRH {Beseeke "( ul,t 19t~4}" I/imp1i.cution dll récepteur Y2 dans ce système ntaété 

~tudîê~ que dltu les lloisstlns <Peng et (tl~l 1993) et nn l1iv(.'fitl desceIInles G1' 1 (Besecke et 

11l,f 11)94). Notre trnvnil est fe premier ft montrer rimportancc du récepteur Y2 dans lu. 

litlératio!l de lu GnRH chelles man\1tlifères. !Je plus, nous avons démontré l'existence dtulle 

voie(Nlf\" Y2 ~ NO cud.othélial ~. GnRH.>. D~autres travaux: ont cependant démontré que 

le NPY pouvuit induire ln libération tte NO pnr des ceHutes endothéliales d'artères cérébrales 

(te mt via. les rêcf!pteurs YI et 1'2 au NPY: l'activation de ces récepteurs Il entraîné une 

!iMraüon de NO par ces cellules (VOll ftl al., 2~lO 1). Dans notre système. le blocage du 

n:(1epteur 1"2 provoque une diminution significatîv~ de lu libémlion spontanée ùe NO au stade 

pr\'ll~strus tbOOh. stade où la.libêratiml de NO est maximnle !voir artide 1), mais ne l'inhibe 

pas CihltfCnllmt. Cette b,llsse d'activité NO est ac;sociêe Il Ulle diminution de la 15bérntion de la 

GuRH. I.e fait tille le bio .. Jge du récepteur YI par le BIBP3226t antagoniste spécifique du 

~êceptc\lr 'VI. tÙ\ aucun efTet sur la sécrétion spontanée de NO j GnRH. n'est pas 

contraûretoirf livec l'étude de Xu et ul. (20nO) : ces auteurs ont montré (tue l'apport exo&ène 

de NPY ~ur des ihlgnlents d'bYliothalmuus entr.ûnait une libération de GnRH via une 
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stÎmulMtOIi ùe rcceplcuf 'lIt maÎS qu.e l·{ljmlt de l~~lntugoniste sans apport exogèné de NPY 

n'l\'V{üt aucun ctlèt sur lasêeœUou s,pontttnêe de la GnRH. Ail1si, dans des conditi,ons 

pltysiologitlucs.le t-.~y endogêneagimH nu nivc~ul de rEM via d'~utres types de récepteurs 

~lu~ te récepteur YI pour stimuler la libération spontanée de la GnRH. Nous pouvons 

ègatcrn~nt supposel' que les ré1Jeptetu's YI au NPY interviennent à des stades plus précoces ou 

plus tardifs du cycle œstral. 

tn détection des ARNm des récepteurs YI ct y~ dans l'EM nous laisser.+ supposer 

(lUi,! les eeUuJes endothéliales Je ItEM expriment ces récepteurs â leur surface. La stimulation 

du rêc(?l1tcur Y2 il4tivcraît une voie de transduction du s;gnnI directement liée il la eNOS. et le 

N(l1lyntllétiséstimulernit "lors la tibêl'ntion d~ la GnRH (FIGURE 13). L'après-midi du 

prot1:strus secamctél'iscrnit Pro' tllle Iltt8memalion d.\! InCOllCCl1tration en NPY dans le système 

~mrtc hytlot1mf~U1lo"hyp<lpltysaite, ce qui stimuh:rait lcs réeepteurn V2 de l'EM. provoqUnllt 

'une libêrnUon massive de NO l1êceSSilire ilU déclenchement du pic préovulntoire de GriRH, Le 

YI ln~scnl (Ulssi urt nIveau des cellules endothéliales de rEM, seNlÎt impliqltl;~t. au stade 

proœ:strtls 16h00. «HUS fralltl'CS voies de signalIsation n'impliquant pus Itl voie NOergique. 

MalS nous pouvons llussi supposer que te Yi puisse intervenir dans une voie dépendante du 

NO il. un stade p.lus prêcot:e QU. plUS tardif du cycle œstral que celui testé dans nos 

müuipulnliolls. 

En ré:suntê,Je NP\" est capnble de sthl1ulcr ln sécrétion Spolltnlléc de NO 1 GnRH 

~Ut uiv1'i1u de l'EM. <ion nçtiolt sc Fernit par une stimulation des récepteurs Y2 

Suscelltibles d~être l>réseuts an ltiyeaU des cellules endothéliales constituant les vaisseaux 

pOfti:S. I.e NI)\' petit dOllé être un élément partiellement gé.nérnteu.r de la pufsatilité 

sp<Jlttmlée de NP. soit en être un élément tnoduhltèur. 
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NPY~ NO 

;lyn,.;'I'\! potte 
ft,po:tn<lt<lmo hypophylStTlre 

GC! Guanylatc Cyclase 
cox: Cycloolygennse 

iIGURE 13. Schélna représentant l*hypothèse d'une voie NPY Y2 1 NO 1 GnRH. Les 
celluIesendothéliaIes de l'HM exprimeraient les récepteurs YI et 1 ou Y2 au NPY. 
t "attivelÎoll du réeepteur Y2modu.!e.rait la llbération de NO .d~origille endothéliale. 



Au llivc~m de t. lOtle extCt'1ie: de rEM"J!hez l'animal normal. très peu dti:t}wnes 

imln\mofeuctits pOUf Je' ~ ~py ont étr mis en évidence. Ceci est 10 cas. qttel qut' soit l~\l" .; de 

l'\ltlimal ct le stude du cycle œst11\l considéré. y compris le jout' du proœstnv 1 lOtIr oll la 

çoncentrutio!l en NPY augmente dans le sang porte. 11 n'existe pas d'explications très 

r~lti!.llmelles expliquant ta présence de NPY dans le sung porte. alors que les terminaisons 

nerveuses ~\ NPY sont indécel::lbles dans la zone exteme de l'EM. Ccci pourrait 

éventuellement s'expliquer par le ibit '}\4e cette sêcrétion ::.urait un aspect très dynamique. 

rep.t!1ldtlr1t. dans cc cas. on devrait. statistiquement déjà avoir observê des terminaisons 

nerveustlS immulloréactives à certailles périodes du cycle œstral. A noter que Ciofi et al. 

{liJtJ1} unt observé du l'1PY dans les cellules dopamh. Jrgiques du tractus tubéro .. 

infi:mditmInir~ tlU çoum de la lactafion. 

Nos tm.vaUN toncemant la galanine sont très in\~resstU1ts. l' application de galan.iu(~ à 

lon ou sun nM entraIne (me libèmtion de NO associée ft tille a, Jmentation de la sécrétion 

11ustde de la OnRH. Cet effèt L'St inhibé par fa galantide. antagoniste des récepteurs à la 

gilhmine. L'exlstt."'tlce tl'une voie gaJanine 1 NO a déjà. été observée dans dtautr~s régions du 

S)'&'tt:lue nerVeux. central (Consola el al.. 1998), mais c'est la première fois que l'on démontre 

quo la galm1Î.ne Provoflue directement uue li~-êrlltjon de NO par PEM. 

Cep.t.m.dant. le fait que l'action de la galanine sur la libération de la GnRH passe par 

um.~ libér~tion de NO d'origin>l endothéliale reste il dêmont.rer : d'autres voies mettant en 

œu~re des mh.~mctiom; avec d'autres t!t1les neuronaux et f ou des cetlutes gliales pCUVf'l1t être 

t.'T1visagées. l~n em~t, en présence ùe L-NIO ... Hf! M. l'effet de la galaninc (500 nM) sur la 
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lib(~t\tit)u d~ NO dhninue considtrublcmcnt, 11l(lis 10. sécrétion de la GnRH n'est pas 

l,crturbéo\ dans nos conditions expérimentales. 

Ccci signifie que III galnniue est capable d'induire une libé.ration de NO suffisante pour 

prov{l{luer une sécrétion de GnRH; mais que la participation de cette voie n'est pas la seule et 

ql.Cil reste même II démontrer qu'elle intervient dans tn physiologie de la sécrétion de la 

GnRH. One autre alternative des modes d'action de la galanine pourrait être une action directe 

sur tics reccptcurs localisês SUl' les temlÎnnisoJ1s ner.euses à GnRH elles~ll1êmes ou sur des 

t.emlinuisons nerveuses voisines. Ccci est compatible avec des résultats du laboratoire 

montrant: 1) que les cellules â GnRH possèdent des AR1"1m codfmt pour les récepteurs à la 

galanine de type 1 (Mitchell tH al., 19(9). et 2) que des sites de liaisons à la galill1ine sont 

présents dans rEM {Dutriez ct (II •• 1(97), On peut donc imaginer que des récepteurs aient pu 

être> cÀportés jast}u'uux terminaisons nerveuses. Il est même probable que d'autres type~ de 

récepteurs ft t~l galaninc soient presents dans rEM mais actuellement, &1ute de pouvoir utiliser 

des unticorps spécitlques de ces dîfférents récepteurs. il est impossible de rép(mdre clûirement 

il cette question. 

Compte tenu de nos résultats. on peut cependant très bien imaginer une double action 

de la galal1lne, Ln première se ferait sur les ten111naisons à GnRH et poulTttit correspondre à 

une actiun mttflcrine potentialisatrice de ln libération. La deuxième pourrait être une action 

syndmnzisunte : la même galunine pouvant agir sur une libération de NO qui stimulerait les 

t\utre~ tcrmimüsons à tinRH voisines (FIGURE 14), 

Dans nos conditions expérimenti:des. l'utilisatÎon d'une concentration de 500 nM est 

naisembJabJement trop import!mte pour pouvoir etudier tlncment l'importance réciproque des 

difiercnts modes d'uct!un qu~ flOUS supposons SUl' la libération de la GnRH. Il est très possible 

4u'ù cette cl.mcenlration, la gulanine agisse Cortemer:t sur les récepteurs localisés sur les 

ternlÎtltdsons ft GnRH et que la voie NOergique soil masquée. 



o GnRH 

• Galanfne 
~~ 

Récepteur à la Galanine 

Ge: 6uanylate Cyclase 

eNOS : Nitrfc Oxide Synthase 
endothéliale 

- ....... '-------~. NO . -.... =---------

FIGURE 14. Mode d'action hypothétique de la galanine dans l'EM. La galanine Ubérée p9 
des neurones à GnRH pourrait agir, dans un premier temps, su:: I",S tenninaisons neurones à 
OuM dlles .. mêmes (1). La galanine agirait danli un deuxième temps sur les cellules 
endothéliales de ItEM (2). Cette dernière action aboutirait à une libération de NO d'origine 
endothéliale qui synchronisel1lit ltensembte des terminaisons netveuses des neurones à GnRH. 



11 reste par Uilletlrs à vérifier q\,lC les cellules endothéliales expriment les ARNm des 

reccptetlts à la galmlÎne. car si nos tl'avaux en RT~PCR ont montré que les ARNm des trois 

tjfPCS de récepteurs connus sont présents dans rEM, rien ne nous permet d'affinncr que ces 

ARNm proviennent bien des cellules endotlléliales. 

En conclusion, ln galanine est susceptible d'induire une libération de NO capable 

d.e moduler' la stimulation de GnRH. A ce titre, on peut donc penser que ce neuropeptide est 

susceptible de m{l({uler la J)ulsatilité de NO. Cependant, d'mitres voies de sigrUilisation 

diJtël"entes de celle du NO sont suivies }Jnr ln gnlaninc pour pro\,ocluer cette sécrétion de 

GuRU. 

Autn!8 molécules Slls('(ptibles d'être Impliquées tians le .~rstèm(> NO 1 GnRH au 

mn'ml dc l'EA1 . 

Notre tmvailne s'es! intéresst.. qu'à deux peptides. dont les effets stimulnteurs sur la 

sécrétion de lu GnRH étaient déjà connus. Mms de nombreux autrefi récepteurs, susceptibles 

d'être présents sur les cellules endothéliales de l'EM, pourraient s'impliquer dans les 

mécanismes Je régulations Ilcurohonnonules: certaines études ont montré la présence de 

rêccJ.'lt\!urs al! ghltamate (Kriz.bai l'I tl1.. 1998) et il ia nomdrénaline (Chen el al., 19(4) il la 

sudilee de cellules endothéliales. Ainsi. cl' autres neurotransmetll:!urs / neuropeptides 

poumüeut avoir la capacité, via des récepteurs membranuires, de se fixer au niveau de 

rendotflélium. et activer 1 inhiber l'activité de l'cNOS. 
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CONCI USION ET PE'RSPECTIVES 

L 'lmplîcation du NO dans le contrôle de la libération de ln GnRH était établi 

clairement depuis de nombreuses années. Cependant. la plupart des résultats démontrant cette 

implîcation étater.t obtenus par des approches indirectes de mesures du NO. De plus, seul le 

NO d'origine neuronale semblait être capable d'intervenir sur cette régulation de GnRH. 

L'urigitlaht~ de notre lmvuil rêside en partie dans te développement. au sein du laboratoire. 

d'Ull~ tcebui,!uc nouvellt' permettant; de mesurer directement cc gaz en temps réel, sur 

du rtmtêricl vivant non dissocié ct. d'étudier ainsi son mode (; libération dans l'EM et son 

rôle sur la secr~tion de ln GnRH. 

La première partie de ce travnîl de thèse démontre l'e:dstclIcc d'unc sécrétion 

SpoIltll.UI.!C, pulsntilc et cyclique de NO par l'KM de rate. Cette sécrétion de NO est 

corrélée il ln libération pulsntiJe et cycUque de la GuRli daus Il.. système porte 

hypof.bnlamo-hypophysnirc. Les résultats oh ms pur umpérométrie indiquent que ces 

\'arhttioliS de libérations de NO 1 GnRlI par liRM dépendent de l'imprégllution 

stt~ro1dhmne qu'u subIe l'E,M. Le jour du proœstnls, l'augmentation de la concentration en 

œstradiol f,llnsmuhque permettrait une augmentation de la libération de NO 1 GnRH. 

D.ms la deuxième partie de notre tl,n,.til, nous avons apporté des arguments 

démtmt!"~Ult que le NO IlIf~tlré est essentiellement d'odginc endothéliale. Ccci est dOlIC le 

lmmlier {ravuit qui implique l"endothêlium eu temps qu'élément sécl'étoire dllflS ln 

llbêt'ntiot1 de lu GnRH. Effcctlvermmt. J'activité NO accnlc mesurée eu proœst.rus serait due 
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ft une {l\lgn\Cntatioll de l'expt'cssio1\ de l'cNOS au t1iVOlm de l'EIvI, et parallèlement, à une 

ùimiuntit)l1 du taux de pl'ot~ine inhibitrice cav .. L Ces deux protéines seraient sous l'influence 

de rœslrudiol <-lui pourrait les réguler de façon inverse (Pellegrino ct a!.. 1998). La 

ptogestcronc pourrait avoir tIll rôle de frehl sUt' l'activité de l'cNOS, en diminuant la 

t.mtlscription dt! son ARNm, ce qui permettrait un retour â l'élat basal de l'acti 'té NO 1 

ûnRH après le pic préovulatoire de GnRH 1 LH : cette étape constituerait ainsi le début de la 

phase de réltllaction nêgtltive. 

Le NO puurrait donc être lUle molécule essentielle pouvant synchroniser les 

l{irmmaisOlL'l nervcuSL!S des neurones il GaRB. L 'origine de Ba pulsntilité reste â détcmliner et 

('ln peut imaginer que les cellules endothéliales aient ellcs·mêmes cette propt'iété. Dans Je 

futur. l'Îsulcment des cellules cndothéllales de rEM llvUS donnera ln possibilité de savoir si 
.~~~~-, r e fd~""""" \ re 

ces cclhtlt.'S sont douées intrinsèquement ou mm, d'une pulsatilitê au niveau du NO. 

C\!pCIHhmt. même si cette pulsntilitê intrinsèque existe, des modulateurs pourraient aussi 

mnuencQrle système NOergique au nive~lU de l'endotMlium. 

DiU1S la troisième partie de notre étude, notre uttention s'cst p(\rtée sur deux peptides 

Ct,mlUS pour stimuler la libèration de ta GnRH. il savoir: le NPY et la galanine. Nous avons 

mis en évidence que l'inhibition <lu réccptcm Y2 nu NPY entraînait Ulle chute de la 

Ubérntion d~ NO 1 GuRlI au stude proœstms 16h00. cc qui suggère que ce récepteur pourrait 

être important daus le fonctionnement de )' activité spontanée NO j GnRH .. De son côté. lu 

l.t:dhmmc pourrait également être capable d'intervenir dans le système NO 1 GnRH mais 

14 i!f12()f.tflnce de cel~tt!!aulatjon reste à déterminer. 

AmSl. l'ensemble de nos travaux suggère que les cellules end(')thélia\es pourrnient 

intégrer de nombreux wcssagers d'origines diverses, neuronale. humorale et 
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\1'i.üsemblublcl1lcnt gliale. et modulemient \\insi vit\ l'eNOS, h\ libération de ln GllRH .. Ce 

cou\.'ept. nouveml en mmroendocrînologie, démontre l'existence d'un mode de régulation des 

sêcl'édous neurohormonnles : la voie cellule endothéliale" neurone. 

La poursuite logique de notre travait sera \ ~'étudier d:a~t.r~s é[ém~ts d'origine 

!letlf2!!a!~~ in~!t~tte~rs ou stimL~!utelU's sur la Iib~ration de la GnRH dans l'EM, dont le., 

li'ccllteurs sunl susceptihles d'être présents à ta surface des cellules endothéliales, et qui 

puurrnient mtcrvcni.r dans le contrôle du système NOergique. 

Certains facteurs d'origine gHule et i ou endothéliale. comme le TGF~pl (Melcangi et 

ut., 1 t)\}5 ; Hmmult (Jt al., t 988), pourraient également influencer les cellules cndothélia: es de 

l'HM qui exprimenl !{' récepteur de type 1 au TGF·p 1 (Prevot et al., 20(0). 

A plus hmg tcnnc, nous 6tudierons l'existence de la voie cenule endothéliale-·neurone. 

Pour cela. nous réaliserons des expériences de ~lIturçs «cellule endothéliale-neurone» : en 

S'timtJltlnt ou inhibanl l'cNOS, nous observerons les répercussions sur la sécrétion neuronale, 

Vue npprot'hc tmnsgênique. chel des i!p.imau!.!nock~ollt inductible pour l'eNOS au p"/eau 

dcs cellules cndllthèliaJes de J'EM. pourra être envisagée pour démontrer le rôle cl11cial de 

reNO!-) sur l'activitê NO i GnRH. 

L~ NO tùntcnl1ent pas seulement au niveau de h\ libération de la GnRH. En effet, le 

!:illt~i!!JiQ~h~n~lèmt~e plasticité .fI!!!lr2-glio~cl1dothéliale au niveau de l' EM devra 

ètre étudié. puisque le NO uuntit un effet 1) sur la morphogenèse des capillaires 

tPul1apetmpoulos el tI!.. 1997; Poppa cl aL, 1998). 2) sur le remaniement rapide du 

cylnStlUclettc tRamscU et ('obbct4 1996). et 3} neurogénique sur les tCflllÎnaisons nerveuses 

des neurones à GnRH (tHndley et dl .• 1997). Ces aspects ont déjà fait l'objet de travaux 

réahsl"S au lahomtoÎrc. 
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Le !!1'?"(te,.p.~Llik6n~!iotl du Np,au plvcuu de l'AP,Ç? devra être également contrôlé par 

.mnpérométrie. L'influence de ce 3UZ sur la Hbérution de neuropeptides / neurotransmetteurs. 

conuus pour cmltrôler r activité des neurones il GnRH dans l'APO. est à étudier. 

t'ensemble de ces travaux aboutiront par ln suite il une meilleure compréhension du 

lhftctitmnc-mcllt du «OnRH .. pulse gencmto.m ct du phénomène de synchronisation des 

neurotlt:s {t GuRH. qui SOnt npparcmment liés. nu moi us en pmtie. à l'cNOS et aux 

tlll.mvemcnts cutc.iques. Par ailleurs. nous poursuivons, duns l'immédiat, l'étude des 

!~!l~!t!l1:!~llt:ill1!~~.ç.t: l'~:t!Q~A'.!J!1eJ~çq!l rn2
<c i!!tlée~.lldantç. en nous focalisant sur la 

prott:inc kmuse Akt. 
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