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I N T R O D U C T I O N  



Les hormones gonadotropes sont élaborées au niveau du lobe an- 

térieur de l'hypophyse par des cellules basophiles pour ce qui concer- 

ne la LH (llluteinizing hormone") et la FSH ("follicle stimulating hor- 

mone"). 

Ces hormones conditionnent les activités gamétogénétiques et 

endocrines dea gonades. Leur sécrgtion se trouve sous le contrale de 

structures hypothalamiques. 

Eh effet, des travaux de IIALASZ et coll. 1962-1965 (1, 2, 3) 
et K N I G G E  1962 (4) portant sur des greffes d'antéhypophyses dans la 
partie médiobasale de l'hypothalamus ont conduit à déterminer une 

"aire hypophy~iotrope~~ maintenant les caractéristiques cytologiques 

normales des cellules du greffon permettant la synthbse et la cession 

de LH et de FSH. Cette aire hypophysiotrope est formée par les cellu- 

les nerveuses, essentiellement les petites cellules du noyau arqué 

(planche 1 p. 3), d'où sont issues les fibres du tractus tubéro-infun- 

dibulaire mis en évidence par SZENTAGOTHAI 1964 (5) par la technique de 
GOLGI.  Ces fibres se terminent au niveau des capillaires du plexus por- 

te primaire dans lesquels elles effectuent la cession des hormones pré- 

hypophysio tropes hypothalamiques LRF ( "LH releasing hormone") et FM? 

("FSH releasing hormone") qui commandent les sécrétions des cellules 

à LR et à FSH de l'antéhypophyse. 





HALASZ et GORSKI 1967 (6), par interruption des conneoctions 

neurales de l'aire hypophysiotrope avec le reste du cerveau, chez le 

rat, ont obtenu des modifications de la fonction gonadotrope de la 

femelle mais non du mâle, ce qui tendait à confirmer les hypothèses 

émises par BARRACLOUGH et GORSKI 1961 (7) et FLERKO 1962 (8) ,  à sa- 

voir que l'aire hypophysiotrope était responsable de la sécrétion toni- 

que des gonadotrophines ; leur sécrétion cyclique, chez les Rongeurs, 

nécessitant l'intégrité des afférences neurales de l'aire hypophypio- 

trope, serait placée sous le contrôle d'autres structures hypothalami- 

ques, notamment de l'hypothalamus antérieur. 

Les stéroïdes gonadiques jouent un rôle important dans la ré- 

gulation de la sécrétion des hormones gonadotropes. Des neurones de 

l'hypothalamus antérieur fixant les oestrogènes tritiés ont été mis en 

évidence (KATO et VILLEE 1967 ( 9 ) ,  STUMPF 1968-1971 (10, ll), WAREMBOURG 

1970 (12), PFAFF et KEINER 1975 (13)) ; en outre des récepteurs d1oes- 

tradiol ont pu être isolés chez le rat par centrifugation en gradient 

de densité de sucrose à partir de l'aire préoptique antérieure, de 

1 'éminence médiane et de 1 'antéhypophyse (KATO 1973 ( 14)). 

De nombreux travaux tels ceux de FLERKO 1957 ( 159 16), FLERXO 

et BARDBS 1960 (l7), montrant le rôle de l'aire hypothalamique antérieu- 
re dans la diminution de la sécrétion de FSR après traitement aux oes- 

trogènes chez les rats, ceux de HALASZ et GORSKI 1967 (6) montrant le 
rôle de cette aire dans l'augmentation de la sécrétion de FSH après 

castration, ainsi que les résultats après des lésions stéréotaxiques 

de l'hypothalamus antérieur pratiquées chez le cobaye femelle (POULAIN 

1968 (18)) étaient en accord avec l'hypothèse de FLERKO et SZENTAGOTHAT 

1957 (19) : 1 'aire hypothalamique antérieure, tout au moins chez les 
Rongeurs, contiendrait des récepteurs sensibles aux oestrogènes, res- 

ponsables d'une rétroaction négative sur la sécrétion préhypophysaire 

de FSH. Ces récepteurs seraient en fait localisés en position immédia- 

tement rostrale par rapport au noyau paraventriculaire (PASTEELS et 

ECTORS 1969 (20). 



Comme ltont suggéré BARRACLOUGH et GORSKI en 1961 (7 ) ,  alors 

que la région tubérienne serait responsable d'une sécrétion tonique de 

base de la LH et pourrait être soumise à une rétroaction négative des 

oestrogènes, la région suprachiasmatique serait un centre de cession 

cyclique de cette hormone chez le rat ; elle contiendrait des récep- 

teurs, probablement localisés plus antérieurement et ventralement que 

ceux agissant sur les sécrétions de FSH (PASTEELS et ECTORS 1969 (20)), 
et sur lesquels s'exercerait une rétroaction positive des oestrogènes. 

Ceci expliquerait la nécessité d'une augmentation des taux dtoestrogè- 

nes circulants pour que puisse se produire la décharge préovulatoire 

de LH. 

Les oestrogènes ont en fait une action biphasique sur la sécré- 

tion de LH et sont en outre capables d'agir directement au niveau de 

la préhypophyse, 

En effet, si l'injection de très faibles doses d'oestradiol af- 

fecte essentiellement la sécrétion de FSH, l'injection de doses plus 

élevées ou un traitement prolongé produit, dans un premier temps, une 

diminution des sécrétions des deux gonadotrophines et de la sensibili- 

té de la préhypophyse pour le L W  (NEGRO-VILAR et coll. 1973 (21), BLAKE 

et coll. 1974 (22)) et, dans un second temps, un accroissement de cette 

sensibilité (DEBELJUK et coll. 1972 (23 )  LIBERTUN et coll. 1974 (24)) 

ainsi qu'une augmentation très nette des taux de LH sérique qui présen- 

tent, chez la femme, un phénomène de ''rebond" lorsque le traitement 

est interrompu (FRANCHIMONT 1971 (1 13 ) )  ; ceux de FSH n'augmentent que 

plus modérément pour revenir aux concentrations initiales. . 

Au cours du cycle oestral, cette sensibilisation par les oes- 

trogènes est d'autant plus marquée que lrinjection a été effectuée à 

un moment proche du pic préovulatoire normal deLH qui peut atteindre 

alors des valeurs très élevées. 

Dans ce cas, l'hypothèse d'une rétroaction positive, plutôt 

que celle de la levée d'une inhibition produite par un rétrocontrôle 

négatif, peut être retenue par le fait que, chez le rat (LEGAN et 



KARSCH 1973 (25)), le mouton (GODING et coll. 1969 (26)) et le singe 

KARSCH et coll. 1973 (27)), la décharge de LH peut être amorcée avant 

qu'il nty ait eu une diminution des taux d'oestrogènes. 

L'injection de fortes doses d'oestradiol provoque une diminu- 

tion importante des taux des deux gonadotrophines avec un effet plus 

rapide pour la LH qui pourrait être dQ à sa durée de vie plus courte 

(demi-vie de 21 minutes selon YEN et coll. 1968 (39)). 

Par ailleurs, l'injection intrapéritonéale de benzoate dtoes- 

tradiol provoque une augmentation des taux dlAMP cyclique dans l'hypo- 

thalamus ; cette augmentation ne se produit pas lorsque les animaux ont 

été prétraités par des agents bloquants s et P adrénergiques ; les oes- 
trogènes agiraient donc au niveau de l'hypothalmus par ltintermédiaire 

des neurones produisant des catécholamines dont la décharge stimule- 

rait la formation dtAMP cyclique (GUNAGA et PIENON 1973 (201, WEISSMAN 
et SKOLNICK 1975 (29)). L'injection d t A M P  cyclique dans le 3ème ventri- 
cule entrazne une augmentation des taux de LH plasmatique lorsque les 

doses sont très élevées. L'AMP cyclique serait donc un facteur impor- 

tant de régulation des sécrétions gonadotropes. 

Les neurones hypothalamiques dont nous avons parlés précédem- 

ment semblent être répartis de façon différente chez les Primates pour 

qui l'hypothalamus médiobasal, au niveau duquel sont localisés la plu- 

part des sites oestrogéno-sensibles (FERIN et coll. 1974 (30)) est capa- 

ble d'assurer, même isolé, la cession cyclique des gonadotrophines 

(KNOBIL 1974 (31 ) * 

L'isolement du LRF (SCHALLY et coll. 1971 (32), l'établissement 

de sa structure et sa synthèse (MATSUO et coll. 1971 (33, 34), SCHALLY 

et coll. 1971 (35), SIEVERTSSON et coll. 1971 (36), MONAHAN et coll. 

1971 (37) ) ont permis la préparation d antisérums spécifiques (KERDELWE 
et JUTISZ 1971 (30), ARIMüRA et coll. 1973 (40), DUBOIS). 

Chez le cobaye après castration et injection intraventriculaire 

cerébrale de colchicine, BARRY et coll. 1973 (41) ont mis en évidence, 



pour la première fois, des pérycaryons de neurones réagissant spécifi- 

quement, en immunofluorescence, avec des antisérums anti L W  de synthè- 

se. Ces pérycaryons ont également été observés chez le cobaye normal, 

mais en nombre moins important (BARRY et coll. 1974 (42)). Ils sont lo- 

calisés essentiellement dans les noyaux du septum, l'aire préoptique, 

l'aire hy-potbalamique antérieure et la région suprachiasmatique ; leurs 

axones se terminent au niveau des capillaires du plexus porte primaire 

de l'hypophyse (LEONARDELLI et coll. 1973 (43)) ; ils forment une "voie 

préoptico-infundibulaire à LRF" (BARRY et DUBOIS 1973 (44)). Les obser- 

vations effectuées lors de différents états physiologiques : période 

périnatale (BARRY et DWOIS 1974 (45 ) ) , gestation (BARRY et DWOIS 1973 
(46), cycle oestral (BARRY et DUBOIS 1974 (47)), et expérimentaux 

(BARRY et coll. 1974 (42), LEONARDELLI et coll 1974 (48)) permettent de 
penser que ces neurones élaborent effectivement le LRF. En outre, la 

cession de LRF par ceux-ci serait stimulée par certains neurones mono- 

aminergiques de l'aire hypophysiotrope qui agiraient directement au ni- 

veau des extrémités nerveuses périportales (KAMBERI et coll. 1969 (49), 
LEONARDELLI 797 1 (50) ) . 

Chez le singe, les pérycaryons spécifiquement immunoréactifs 

avec les anticorps anti LRF de synthèse sont localisés dans la région 

hypothalamique médiobasale : noyau infundibulaire et région prémamil- 

laire (BARRY et coll. 1975 (5 1) ) . 
Le LRF est un décapeptide de séquence : 

(pyro) Glu - Bis - Trp - Ser - Tyr - Gly - Leu - Arg - Pro - Gly - NE2. 
L'existence de deux molécules différentes agissant l'une sur la cession 

de FSH (FRF), l'autre sur celle de LH (LRF) est actuellement discutée, 

le décapeptide LRF ayant une action sur la cession de LH, mais aussi, 

bien que moindre, sur celle de FSH (SCHALLY et coll. 1971 (52, 32)). 

Les mécanismes de contrôle qui régissent les sécrétions des 

hormones gonadotropes sont donc très complexes et nous n'en connaissons 

pas, à l'heure actuelle, tous les éléments. 

Les neurones élaborant le LRF ont été mis en évidence pour la 

première fois chez le cobaye. Les variations de charge au niveau du 



tractus préoptico-infundibulaire que forment leurs axones ont,été obser- 

vées, par des techniques d'immunofluorescence, lors de différents états 

biologiques. 

Cet animal présente en outre la particularité de posséder, dans 

l'hypothalamus latéral, des cellules neuro-sécrétrices n'élaborant pas 

le LRF, mais dont les variations de charge glandulaire sont fonction 

des taux d'hormones gonadiques (BARRY - 1962). 

Il était alors intéressant de pouvoir doser les taux de LH et 

de FSH sériques chez ce même animal, d'étudier leurs variations dans 

diverses circonstances physiologiques et expérimentales et de confron- 

ter les résultats avec les observations qu'ont effectuées les auteurs 

que nous avons mentionnés précédemment, au niveau de l'hypothalamus. 

Notre travail s'est donc déroulé selon les étapes suivantes : 

- préparation de fractions partiellement purifiées de FSH et 

de LH hy-pophysaires de cobaye, 

- mise au point des dosages radio-immunologiques des gonado- 
trophines de cobaye, 

- étude des variations des taux sériques des gonadotrophines 
(et éventuellement des hormones gonadiques) au cours du 

cycle oestral, de la période post-natale et de la castra- 

t ion. 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



MATERIEL ET METHODES 

1 - PREPARATION DES FFLACTIONS HYPOPHYSAIRES "FSH" ET "LH" DE COBAYE 

Les FSH et LH sont des glycoprotéines ; si leurs structu- 

res n'ont pas encore été entièrement établies, elles semblent ce- 

pendant être relativement voisines d'une espèce à l'autre. 

La FSH ovine possède un poids moléculaire approximatif de 

30 000 ; elle est formée de deux sous-unités différentes de poids 
moléculaire 15 000 environ (CAHILL et HART 1969 (53)), associées 

par des intuactions non covalentes ; cette hormone a un pHi voi- 

sin de 4,5 (PAPKOFF et coll. 1967 (54) ,  CAHILL et coll. 1968 (55),  
SHERWOOD et coll. 1970 (56)) ; RYSZKA et coll. 1971 (57) ont pu 
mettre en évidence, par dichroïsme circulaire, une configuration 

en hélice d qui pourrait intéresser jusqu'à 30 p. 100 des acides 
aminés (EKBLAD et coll. 1970 (58)). 

La FSH humaine (BUTT et LYNCH 1972 (59)) est une protéine 

globulaire dont le rayon de la sphère équivalente est de 31 2, 
sa partie glucidique, qui représente 9 à 30 p. 100 de la molécule, 
renferme des acides sialiques en position externe. 

La LH humaine possède un poids moléculaire de 32 000 à 

34 O00 (RYAN et coll. 1970 (60), STOCKELL-HARTREE 1972 (61)) ; 

elle est également formée de deux sous-uni tes (O( = 96 AA, P = 120 AA) . 
D'après des études effectuées sur la LH ovine, le rayon de STOKES 

est de 30 à 32 1 (RYAN et coll. 1970 (60), DE LA LLOSA et ~011.1967 

(62), 1969 (63)), mais aucune hélicité n f a  été trouvée (JIRGENSONS 

1960 (64)). La partie glucidique, qui intervient pour 15 & 40 p. 100 
dans la composition de la molécule (PAPKOFF 1966 (65)),ne comporte 



pas d'acides sialiques. Le pHi de la LH est beaucoup plus basique 

que celui de la FSH ; en effet, il varie entre 7 et 9. 

Pour préparer des fractions hypophysaires de cobaye enri- 

chies en chacune de ces deux hormones, nous avons employé d'une 

part la méthode décrite pour l'extraction des gonadotrophines hu- 

maines par BUTT et coll. 1959 (66), 1961 ( 6 7 ) ,  modifiée par STO- 

CKELL-HARTREE 1966 (68), qui comprend essentiellement des chroma- 

tographies sur échangeurs d'ions (CM cellulose et DEAE cellulose), 

d'autre part celle décrite pour l'extraction des gonadotrophines 

de rat par REICHERT et MIDGLEY 1968 (69) qui s'effectue dans un 
premier temps par une série de fractionnements au sulfate d'ammo- 

nium. 

A - Méthode par chromatographies sur échangeurs d'ions  ableau au 1 
P. 12) 

1) Poudre acétonique : ----------------- 
Nous avons prélevé deux lots de 300 et 500 anté- 

hypophyses sur des cobayes âgés de 10 à 30 jours (âge 

pour lequel BROWN 1971 (70) a montré que les taux de FSH 
dans la glande pituitaire étaient très importants) ainsi 

qu'un lot de 150 préhypophyses sur des cobayes adultes 

mâles castrés. Ces antéhypophyses ont été conservées dans 

l'acétone anhydre et régulièrement renouvelé, à - 20°C, 
jusqu'à utilisation. 

Toutes les étapes d'extraction sont effectuées 

ensuite à 4OC. 

Après décongélation, les antéhypophyses sont homo- 

généisées au POTTER-ELVEHJEM, dans l'acétone ; après décan- 

tation, le surnageant est enlevé ; l'opération est répétée 

trois fois pour obtenir une bonne délipidation. 



Tableau 1 : Schéma du fractionnement d'extrait antéhypophysaire par 

chromatographie sur CM cellulose et DEAE cellulose. 

1 poudre acétoniyue / 
1 Extraction - 

acétate d'ammonium 6 p.100 (p:v) 
éthanol 40 p. 100 (v:v) 
PH 5 9 1  - 

3- 
Surnageant 

1 précipitation éthanolique 
80 p. 100 (v:v) 

LE + FSH + T S ~  

GH + prolactine + ACTH 1 

acétate d'ammonim 4niili 

Y--- - - -  
- 

- -  -1 6 
fraction CH, non adsorbée 

précipitation 
éthanolique 
80 p. 100 (v:v) 

1 DEAE cellulose 
acétate d'ammonium 0,2 i 1,. 575 

L 
Résidu 

J. 
fraotion adsorbée 

élu% i on 1 E:;,; d amm0niI.m 

- 
fraction CM2 

(G + T S ~  

i 
fraction non adsorbée 

L 
fraction adsorbée 

précipitation 
éthanolique 
80 p. 100 (v:v) 

fraction 

i élution 
d'ammonium O,5 M 

PH 9 , 5  j 1- 
L* 

fraction DE2 

( protéjnes inertes 
- -- - - --- A 



2) Extraction des glycoprotéines : (procédé de STEELMAN et 
------mm--------------------- 

coll. 1958 (71) modifié par BUTT et coll. 1961 (67)) 

La poudre acétonique sèche est mise en suspension 

dans une solution : 

acétate d'ammonium 6 p. 100 (p : v) 

éthanol 40 p. 100 (v : v) 

PH 591 

Après une nuit d'agitation à 4OC, on effectue une 

centrifugation de 45 mn à 4 500 g (environ 7 000 rpm). Le 

surnageant est recueilli ; une nouvelle extraction est ef- 

fectuée sur le culot. 

La concentration en éthanol des surnageants réunis 

est amené à 80 p. 700 (v : v) par l'addition lente et sous 

agitation de deux volumes df6thanol froid. L'agitation sera 

maintenue encore pendant 30 minutes. On laisse s'effectuer 

la complète précipitation des glycoprotéines pendant deux 

jours à 4OC. Après centrifugation, le culot est lavé par 

de l'éthanol à 96 p. 100 (v : v) et par de l'éther préala- 

blement refroidis puis séchu sous vide. 

3) Séparation de FSH et de LH : .......................... 
Le précipité de glycoprotéines est remis en solu- 

tion pendant 12 heures à 4OC dans le minimum de tampon : 

acétate dlammonium 4 mM 

PH 595 

AprSs avoir centrifugé et relavé le culot, les sur- 

nageant~ rassemblés sont déposés sur une colonne de CM cel- 

lulose 11  (16 cm x 0,5 cm pour l'extrait correspondant à 

300 glandes ; 14 cm x 1 cm pour celui de 500 glandes ou 

pour celui provenant des cobayes castrés), équilibrée dans 

le même tampon. La CM cellulose avait été préalablement ac- 



tivée par les passages de solutions NaOH 0,5 N et HC1 0,5 N 
suivis chacun de rinçages à l'eau distillée jusqu'à neutra- 

lité. Les débits des colonnes sont respectivement de 9 ml/h 
et 20 ml/h. 

Dans ces conditions, la FSH n'est pas adsorbée ; 

e$le est entièrement éluée par le passage d'une quantité de 

tampon égale à 2,5 fois le volume de la colonne. La présen- 

ce des protéines est détectée par l'absorption en W à 

280 m. Cette fraction, appelée CM est amenée à une con- 1 ' 
centration 50 mM en acétate d'ammonium et ajustée au pH 

5 , 5  par de l'acide acétique afin d'en précipiter ensuite 
les protéines par l'addition lente et sous agitation de 5 
volumes d'éthanol froid. La suspension est laissée 2 jours 

à 4OC puis centrifugée. Le précipité est lavé par de l'étha- 

nol à 96 p. 100 (v : v) et de l'éther préalablement refroi- 
dis. 

La fraction adsorbée, contenant la EH et la TSH est 

éluée par deux volumes de tampon : 

acétate d'ammonium 1 M 

PH 595 

Cette fraction est appelée CM2. Après dialyse, les 

protéines en sont également précipitées par addition dPétha- 

nol froid jusqufà une concentration de 80 p. 100 (v : v) ; 

la suspension est ensuite centrifugée. 

urification de la fraction FSH : 4) 0 .............................. 
Une nouvelle chromatopaphie est ensuite effectude 

spr la fraction CM, par le passage sur une colonne de DEBE 

cellulose (11 cm x 0,5 cm ; débit 9 ml/heure - 10 cm x 1 cm; 
débit 20 ml/heure), équilibrée dans le tampon : 

acétate d'ammonium 0,2 m 

PH 595 



La DEAE cellulose avait été préalablement activée 

par les passages de solutions HC1 0,5 N, NaOH 0,5 N suivis 
chacun par des rinçages à l'eau distillée jusqu'à neutra- 

lité. 

La fraction CDE FSH non adsorbée est éluée par le 
1 

même tampon. Après dialyse, les protéines en sont extrai- 

tes par précipitation à l'éthanol froid et centrifugation. 

Le précipité est lavé à l'éthanol et à l'éther et séché 

sous vide. 

Les protéines restantes adsorbées sur la colonne 

sont éluées par du tampon : 

acétate d'ammonium 0,5 M 

NaCl 0,2 M 

PH 995 
et constituent la fraction DE2. 

B - Méthode d'extraction et de fractionnement au sulfate d'ammonium 
 a able au II p. 16) 

Toutes les étapes s'effectuent à 4OC. 

Deux lots de 150 préhypophyses, prélevées sur des co- 

bayes âgés de IO à 30 jours et sur des cobayes adultes mâles 

castrés, conservées dans l'acétone anhydre à - 20°C jusqu'au 
moment de l'emploi, sont homogén4isées dans de l'eau distillée 

puis laissées pour une première extraction pendant 16 heures à 

pH 5,5. Après centrifugation et une nouvelle extraction d'une 
heure sur le culot, les surnageants, qui contiennent la FSH, 

sont rassemblés (~xtrai.t A). Sur le culot sera effectuée l'ex- 

traction de la LH. 



Tableau II : Schéma du fractionnement des hormones antéhypophysaires 

par précipitations au sulfate d'ammonium. 

1 Antéhypophyses sèches 1 
-I r 

Homogénéisation 
bH25,5 

Extraction 16 heures 

il 
Surnage an t 

-1 
Résidu 

I (NH4)2~~ : 2 M 
pH5,7- -46 heures 

V 

J. 
Surnageant 

H20 PH 595 
1 heure 

d J. 
Surnageant Résidu 

I 

\il 
Précipité 

Extrait A Prolactine GH ACTH 

1 fraction A 
1 

(NH ) S04:3,2 M 1 PH 4 2  - 16 heures 
sirnagean t précipité 

fraction A2 

(NB )2~~4:0,1 M 
pH - 16 heures I 

Surnageant Résidu 
* 

Surnageant Rési du 

.JI 
Extrait B 

(NH4) $0 : 1,4 M tZ pH 4 - 1 heures 

EAE cellulose Surnageant Précipité 
hosphate 0,007M fraction Bi 

Protéines inertes 

fraction 



1) Purification de la FSH : ...................... 
Les protéines inertes sont précipitées en amenant 

les surnageants à une concentration 2 M en sulfate d'ammo- 

nium à pH 5,7. Après 16 heures, elles sont écartées par 

centrifugation (fraction A ). La FSH est alors précipitée 1 
à partir du nouveau surnageant en amenant sa concentration 

en sulfate d'ammonium à 3,2 M à pH 5,5. Après 16 heures, 

elle est recueillie par centrifugation, remise en solution 

dans un minimum d'eau et dialysée contre de l'eau distillée 

(fraction A ). Cette fraction est alors déposée sur une co- 
2 

lonne de DEAE cellulose (13 cm x 1 cm ; débit : 20 ml/heure), 
soit directement, soit après lyophilisation si le volume de 

la solution est trop important. La colonne est équilibrée 

dans le tampon : 

NaH2P04 0,007 M 

Différentes fractions sont alors éluées successivement par 

des solutions de tampon additionné de NaCl à raison de 

0,05 M ; 0,l M et 1 M. La fraction qui correspond à la FSH 

est celle éluée par la concentration 0,l M en NaCL (frac- 

tion CFSHA~) . 

2) Purification de la LH : ..................... 
Le premier culot de centrifugation est remis en sus- 

pension dans une solution : 

sulfate d'ammonium O,1 M 

PH 4 
pendant 16 heures, Après centrifugation, on effectue une 

nouvelle extraction d'une heure et une nouvelle centrifuga- 

tion. Les surnageants qui contiennent la LH (extrait B), 

sont rassemblés et amenés à une concentration 1,4 M en sul- 

fate d'ammonium à pH 4 afin de précipiter (pendant 16 heures) 
les protéines inertes (fraction B ) . Après centrifugation, 1 
la LH est à son tour précipitée en amenant le nouveau surna- 



geant à 3 M en sulfate dla,mmonium à pH 4 ; puis centrifugée 
16 heures plus tard, resuspendue dans un minimum d'eau et 

dialysée puis lyophilisée ou reprécipi tée à 1 l éthanol (frac- 

tion CL AB^). 



II - DOSAGES RADIO-IMMLTNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES 

Le principe du dosage radio-immunologique est fondé sur la 

compétition d'une hormone marquée à l'iode et d'une hormone "froide" 

pour se fixer à un anticorps spécifique. Une quantité constante 

d'hormone marquée étant introduite, le pourcentage de la radioacti- 

vité fixée permet de connaître la quantité d'hormone froide conte- 

nue dans l'échantillon à doser. 

On peut utiliser deux types de systèmes : 

- soit un système homolowe : c'est-à-dire lorsque Ptantisérum a 
été fabriqué par injection à un animal (lapin ou cobaye) d'une 

hormone de la même espèce que celle qui sera introduite dans 

le dosage ; 

- soit un système hétérologue : l'antisérum a été préparé à par- 

tir d'une hormone d'une espèce différente de celle qui sera 

introduite lors du dosage. 

A - Préparations hormonales utilisées 

1) Pour le marquage : ..---------- ---- 
Ces préparations proviennent du National Institute 

of Arthritis and Metabolic Diseases, National Institutes 

of Realth - Bethesda - Maryland - U.S.A. 



11 s'agit de : 

- la NIAMD rat FSH Il possédant une activité biologique 
de 100 unités NIE FSH sl/rng selon le test dtaugmenta- 

tion du poids des ovaires de rates immatures saturées 

d'hormone chorionique gonadotrope : test de STEELMAN 

et POHLEY 1953 (72), et une contamination en LH éva- 
luée à un taux inférieur à 0,002 unités NIH LH sl/mg 

par la mesure de la déplétion ovarienne en acide as- 

corbique chez des rates en pseudogestation (OAAD) : 

test de PARLOW 1961 (73). 
- la NIAMD rat LH 1 dont l'activité biologique est de 1 
une unité NIH LH sl/mg, la contamination en FSH infé- 

rieure à 0,04 NIH FSH sl/mg et celle en TSH, de 0,4 
USP U/mg (test de Mc KENZIE 1968 (74)). 

2) Pour les courbes de références et les contrôles de spéci- ........................................................ 
ficité : ------ 

- la NIAMD rat FSH RP (activité biologique : 2,1 NIE 
1 

FSH sl/mg ; contamination en LH : 0,02 NIH LH  mg) 
- la FSH ovine NIH FSH S7 (1,15 NIH FSH s,/mg ; 0,019 

NIH LH sI/mg) 

- la FSH porcine NIH FSH Pl  (0,76 NIH FSH sl/mg ; 

O, 0075 NIH LE sl/mg) 
- la NIAMD rat LH RP, (activité biologique : 0,Oj NIH LH 

s /mg ; contamination en FSX : 0,54 NIB FSH /mg ; 

en TSH : 0,22 USP  mg) 
- La LH ovine M obtenue par M. JUTISZ (2,55 NZH LH 
s ,/mg) 3 

- l f a H C G  et laPFSH humaines qui nous ont été données 

par le Docteur R. CANFIELD et le Professeur L.E. 



3) Extraits antéhypophysaires de cobaye : 
------VI------- .................... 

Les différentes fractions d'extraction sont remises 

en solution dans de l'eau distillée ou dans le tampon de 

dosage. Leur concentration en hormone est évaluée soit par 

pesée préalable, soit par la mesure de l'absorption en UV 

à 280 nm. Les mesures concernant les hormones de rat uti- 

lisées comme références nous donnent la valeur : 

Do 280 = 0,10 pour une concentration de 100 r/ml. 

B - Antisérums utilisés 

- Lfantisérum anti FSH ovine préparé chez le lapin par 
HENDRICK et coll. 1971 (75) par immunisation contre de la 
FSH ovine SR 80 820 SHERING selon la méthode décrite par 

FRANCHIMONT 1964 (76). 
100 p g  d'hormone sont Clissouts dans 1 ml de NaCl 9 p.1008. 
Cette solution est 4mulsionnée ensuite dans 1 ml d'adjuvant 

de Freund et injectée à l'animal par une série de 28 piqQ- 

res intradermiques (de O,? ml chacune), daas  la région dor- 

sale. Le sérum est recueilli 4 semaines plus tard ; sa ca- 
pacité à inhiber l'activité biologique de la FSB ovine est 

vérifiée ; avant utilisation, il est traité par du sénun 

de mouton de façon à écarter les anticorps anti-protéines 

sériques de mouton. 

La spécificité de cet antisérum pour la FSH et ses caracté- 

ristiques ont été décrites par HENDRLCK et coll. 1971 (75) 
et DUFY-BARBE et coll. 1972 (77). 
Dans nos dosages, il est employé à des dilutions finales 

de : 

1 /4000 (imjnun~adsor~tion - double précipitation à 

température ambiante) 

et 1/8000 (double précipitation à  OC). 



- Le NIAMD anti rat FSH sérum -2-, préparé chez le lapin et 

utilisé dans nos dosages à la dilution finale de 1/3500. 

- Un antisérum anti FSH humaine, aux dilutions finales de 
1/20 000 et 1/40 000. 

- L'antisérum anti LH ovine préparé chez le lapin par immuni- 

sation contre de la NIH LH S (DUFY-BARBE et coll. 1972 
15 

(77). Il est employé dans nos dosages à la dilution finale 

de 1/32 000. 

- Le NIAMD anti rat LH sérum -2-, préparé chez le lapin, uti- 

lisé à la dilution finale de 1/150 000. 

C - Marquage 

2,5 pg de NIAMD rat FSH 1 ou de NIAMD rat LE Il sont 

marqués au 1251Na (IRE, Mol ; GEA, Gif. sur. ~vette) selon la 

méthode à la chloramine T de GREENWOOD et coll. 1963 (781, 
dont les modalités sont les suivantes : 

A 2 5 p l  df1'51Na d'activiii: 1 m Ci sont ajoutés : 

- 2,5 pg de l'hormone à marquer dilués dans 2 5 p l  d'eau, 

- 25 pl de tampon phosphate 0,S M, Tampon de SORENSEN de 

pH 7,5 et de composition : 

KH2p04 3,75 g 
38995 g 

H20 qsp 500 ml 

- 2 5 ~ 1  d'une solution phosphate O,O5 M contenant 100 pg de 

chloramine T ou sel de sodium de N - monochloro-dérivé du 
p-toluène sulfamide : 

L'addition de chloramine T à une solution alcaline de pro- 

téine et d'iodure va oxyder lfiode et permettre ainsi son 

incorporation sur les noyaux tyrosyles de la protéine. La 



réaction s'effectue à un pH optimum de 7,5 ; à un pH supé- 

rieur à 8 , 5 ,  des groupements autres que les tyrosines se- 

raient substitués. 

R R 
- On laisse s'effectuer Ea réaction pendant 30 secondes. 
- 100 pl de solution réductrice de métabisulfite de sodium 

(solution à 2,4 mg ~ a ~ ~ ~ ~ ~ / m l  de tampon phosphate O,O5 M) 

sont ensuite ajoutés afin d'arrêter la réaction. 

- Le produit de réaction est ensuite dilué par addition &c 

200,ul d'une solution d'iodure de potassium (solution à 

10 mg ~1/rnl de tampon PB 0,05 M). 4 

Afin de séparer l%ormone marquée des sels radioac- 

tifs, la solution est déposée sur une colonne de 1,20 g de 

Séphadex G50 médium (14 cm x 1 cm) équilibrée dans le tampon 
barbital sodique 0,07 M de pH 8,6 obtenu par dilution (7 v.: 
3 V.H~O) du : 

tampon barbital sodique 0,1 M : 

C8HllN2Na9 20,6 g 3 
H2" qsP 1 1 

l2,y ml sont retirés et remplacés par 12,9 ml HClN 

le pH est ajuste à 8,6. 

La colonne a été préalablement saturée par le passage de 1 ml de 

tampon dans lequel ont été dissouts 20 mg d'albumine bovine, 

puis elle a été rincée par le passage de 20 ml de tampon afin 

d'éliminer l'albumine en excès. 



Le tube  où s ' e s t  e f f e c t u é e l a r é a c t i o n  de marquage e s t  r i n c é  p a r  

4 0 0 ~ 1  de l a  s o l u t i o n  d ' i odu re  de p o t a s s i m .  Ces 4 0 0 p l  s o n t  

également déposés s u r  l a  colonne. 

Les f r a c t i o n s  d ' é l u t i o n  son t  r é c o l t é e s  m l  p a r  m l  dans de s  tu- 

bes  contenant  chacun 1  m l  de tampon add i t i onné  d 'albumine bo- 

v ine  à r a i s o n  d.e 50 m g / m l .  

L'hormone marquée e s t  é i uée  e s s e n t i e l l e m e n t  dans l e  6ème tube ; 

l e  rendement moyen d'hormone récupérée  e s t  de 26,3  p. 100 

(FRANCHIMONT 1966 ( 7 9 ) )  ; e l l e  a une a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de 

l ' o r d r e  de 100 à 200 p ~ i / p g  : l e s  s e l s  r a d i o a c t i f s  l i b r e s  son t  

é l u é s  p l u s  tardivement  avec un maximum aux 13ème ou 14ème f r ac -  

t i o n s  ( ~ i g .  n o  1  p. 25, F ig .  n o  2 p. 26 ) .  



Le tube où s ' e s t  e f f e c t u é e l a r é a c t i o n  de marquage e s t  r i n c é  par  

400 pl de l a  so lu t ion  d ' iodure  de potassium. Ces 400,ul sont 

également déposés s u r  l a  colonne. 

Les f r a c t i o n s  d ' é l u t i o n  sont  r é c o l t é e s  m l  pa r  m l  dans des tu- 

bes  contenant chacun 1 m l  de tampon addi t ionné d'albumine bo- 

v ine  à r a i s o n  de 50 mg/ml. 

L'hormone marquée e s t  é luée  essent iel lement  dans l e  6ème tube ; 

l e  rendement moyen d'hormone récupérée e s t  de 26,3 p. 100 

(FRANCHIMONT 1966 ( 7 9 ) )  ; e l l e  a une a c t i v i t é  spéc i f ique  de 

l ' o r d r e  de 100 à 200 p ~ i / p g  : l e s  s e l s  r a d i o a c t i f s  l i b r e s  sont 

é lués  plus  tardivement avec un maximum aux 13ème ou 14ème frac-  

t i o n s  ( ~ i ~ .  no 1 p. 25, Fig. no  2 p.  26).  



Figure  no 1 : Sépa ra t i on  s u r  Sephadex G 50 de l a  FSH* e t  des  

s e l s  minéraux r a d i o a c t i f s  a p r è s  marquage p a r  111251. 



RLH* 

Figure  no  2 : Sépa ra t i on  s u r  Sephader G 50 de l a  LH* e t  des  

s e l s  minéraux r a d i o a c t i f s  a p r è s  marquage p a r  1 l2 5 1. 



D - Techniques de dosages 

1) Immunoprécipitation ou technique du ffdouble anticorps" à $ O C  : ............................. .............................. 
technique proposée par le NIAMD. 

A 0,4 ml de tampon : 
phosphate 0,01 M 

NaN 3 0,1 p. 100 

BSA 1 p. 100 

PH 796  
on ajoute : 

- 0,1 ml d'une solution d'hormone marquée diluée de telle 
sorte qu'elle contienne 20 000 cpm/O, 1 ml, 

- 0,1 ml de l'échantillon à doser (hormones de références 

et extraits hypophysaires à différentes concentrations), 

- 0,2 ml dbme solution contenant d'une part lqantisérum 

(dilué initialement à 1/2000 pour 1 % ~  anti FSR ovine 

1/875 pour l'Ac anti FSH de rat 
7/5000 e t  1/10000 pour l'Ac anti 

FSH humaine 

1/8000 pour 19Ac anti LE ovine 

1/37500 pour 1 'Ac anti LH de rat 
dans le tampon : phosphate 0,01 M, 

NaC l 0 9 1 5  M 

EDTA o,o5 M 
NaN3 0,l p. 10~) ; 

d'autre part du sérum de lapin normal à raison de 

Ce premier système est incubé 5 jours à 4 ° C  afin 
que l'équilibre de la réaction puisse s'établir. Dans un se- 

cond temps sont ajoutés 0,2 ml dtantigammaglobulines de la- 

pin fabriquées chez le mouton (qui nous ont été fournies 

par les Laboratoires WELLCOME), à une dilution de 1/20ème. 

Après 2 jours à 4OC, on centrifuge 15 mn à 2500 g (environ 

3000 rpm). Le surnageant est enlevé par aspiration ; le 



précipité est lavé par 2 ml de tampon phosphate additionné 

de sérum de boeuf dilué au 1/5ème, décanté à nouveau puis 

sa radioactivité est comptée. Les essais sont effectués en 

triple pour les courbes étalon et en double pour les extraits 

hypophysaires. 

2) Irnmunoprécipitation à température ambiante : .......................................... 
Les dilutions sont effectuées dans le tampon phospha- 

te de Sorensen 0,05 M, pH 7,5, additionné d'albumine bovine 

à raison de 5 g/l et d'azide de sodium 0,s g/l. A 0,l ml 

dlantisérum dilué au préalable à 1/1000 pour lfanti FSH ovi- 

ne et à 1/8000 pour l'anti LH ovine sont ajoutés 0,2 ml 

d'hormones de références ou d'extraits hypophysaires à dif- 

férentes concentrations et 0,l ml d'hormone marquée diluée 

(soit environ 20000 cpm) . On laisse s 'effectuer une incu- 
bation de 24 heures avant d'introduire 0,l ml de sérum de 

lapin normal dilué au 1/100ème et 0,l ml d'antigammaglobu- 

lines de lapin diluées au 1/70ème, Après une incubation de 

16 heures, le précipité de chaque tube est lavé pas 2,5 ml 

de tampon additionné de Tween 20 à raison de 5 m l / l .  Les 

tubes sont ensuite centrifugés 15 mn à 2500 g ; le surna- 

geant est enlevé par aspiration ; la radioactivité du pré- 

cipité est compt6e. Les essais sont effectués en triple 

pour la courbe standard et en double pour les extraits hy- 

pophysaires. 

3 )  Immunoadsoqtion : ----------- ---- 
Technique selon laquelle le double anticorps, c'est-à-dire 

les antigammaglobulines de lapin, est fixé à un substrat 

solide (DEN HOLLANDER et SCHmTRS 1974 (80)). 

Les immunoadsorbants utilisés ont été préparés par 

HENDRICK 1972 (81) selon la technique de VIDE 1969 (82). 



Dans un premier temps, la cellulose est activée par 

le bromure de cyanogène dans les conditions suivantes : 

à 200 ml d'eau distillée dans lesquels ont été dissouts 

préalablement 5 g de bromure de cyanogène, sont ajoutés, 
sous agitation, 5 g de cellulose. Le pH est amené à 10-11 

par une solution de soude normale. Après un temps de réac- 

tion de 4 mn, la suspension est filtrée, lavée à l'eau et 

séchée par un mélange acétone/eau (50 : 50 ; v : v). 

Les antigammaglobulines de lapin sont précipitées 

à partir du sérum de mouton par addition de Na SO (180 
2 4 

mg/ml de sérum). Après agitation pour permettre la dissolu- 

tion, le mélange est laissé une heure au repos puis centri- 

fugé 5 mn à 3000 rpm. Le précipité est lavé par une solu- 

tion de Na SO 78 p.100, à nouveau centrifugé et redissout 
2 4 

dans 1 ml de NaNCO Q, 7 M. 3 

100 pl de gammaglobulines de mouton ~ s n t  alors mé- 

langés à 200 mg de cellulose activée, ceci dans 1 ml de 

NaHGO O,i M. L%agitation se fait par rotation lente durant 3 
24 heures à température ambiante. Puis lfimmunoadsorbant 

est lavé : 

- 2 fois par 70 ml de NaHCO O,5 M (agitation rotative 3 
lente de 20 mn pour chaque lavage puis centrifugation 

et décantation), 

- 2 fois par 10 ml d'acétate de sodium 0,l M, pH 4 ou 5 
( 1 heure et 16 heures), 

- 2 fois par du tampon phosphate pH 7,5 (20 mn), 
ceci afin d'éliminer les protéines non fixées par liaison 

covalente. 

L'immunoadsorbant est remis en suspension dans le 

tampon à raison de 100 mgil0 ml et conservé à - 2 5 O C  jus- 

qu'à l'emploi. La cellulose activée au bromure de cyanogè- 

ne est capable de fixer ainsi les globulines à raison de 

5 mg/& 
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Le dosage radio-immunologique est effectué à tempéra- 

ture ambiante. Les dilutions sont effectuées dans le tampon 

phosphate de Sorensen 0,05 M de pH 7,5 additionné d'albumine 
bovine 5 g/l et d'azide de sodium 0,5 g/l. Le premier systè- 

me d'incubation est le même que celui décrit pour ltimmuno- 

précipitation à température ambiante : 

- 0,l ml dtantisérum dilué au préalable à 

1/1000 pour ltanti FSH ovine 

1/8000 pour l'anti LH ovine 

- 0,2 ml des dilutions d'hormones de références ou dtéchan- 
tillons à doses 

- O, 1 ml d'hormone marquée diluée (20 000 cpm) 
- incubation de 24 heures. 

Pour séparer l'hormone marquée libre d.e l'hormone marquée 

fixée aux anticorps, on ajoute 0,S ml des solutions d t i m u -  

noadsorbants (dilués auparavant 1/200 pour le Oosage de 

la FSH et à 1/800 pour celui de la LH).  

Après une agitation rotative de 4 à 5 heures, 2,s ml 
de tampon additionné de Tween 20 sont ajoutés dans chacun 

des tubes qui sont ensuite centrifugés 10 mn à 2500 g. Le 

surnageant est enlevé. La radioactivité de ltimmunoadsorbant 

est comptée. 

4) Dosage des gonadotrophines dans les sérums de cobayes : ..................................................... 
Pour pouvoir doser les gonadotrophines dans les sé- 

rums avec une bonne sensibilité, il est nécessaire de modi- 

fier la première étape des méthodes précédemment décrites 

en effectuant une préincubation entre le sérum à doser et 



les anticorps avant d'additionner l'hormone marquée, ceci 

afin de limiter le rale d'encombrement des protéines séri- 

ques dans la réaction compétitive. Les courbes de réf6ren- 

ces sont alors effectuées dans les mêmes conditions. 

Des quantités croissantes de sérums de cobayes, plus 

ou moins riches en hormones, ont été ajoutées ( 5 0 ~ 1 ,  100 pl 

et 200 pl) afin de comparer les courbes obtenues à partir 

de sérums à celles obtenues à partir des hormones de réfé- 

rences. 

Par la suite, les dosages seront effectués en dou- 

ble sur 2 0 0 ~ 1  des différents échantillons de sérums. 

Le dosage se déroule de la manière suivante : 

dans un premier temps, à 0,3 ml d'antisém sont ajoutés 

0,2 ml des dilutions d'hormones de références ou de sérums 

à doser ; suit une préincubation dl=n minimum de 4 heures 
à température ambiante ; puis O,l ml dqhormone marquée 

(20 000 cpm) sont ajoutés - Incubation de 24 heures à tem- 

pérature ambiante - Les dosages se déroulent ensuite sans 
autres modifications. 



III - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU 17 B OESTRADIOL 

La méthode utilisée est celle de l'adsorption de l'hormone 

libre SUS un substrat solide, le charcoal-dextran. 

Ces dosages sont effectués à l'aide du matériel proposé par le 

CEAoIRE.SORIN (ABRAHAM et coll. 1971 ( 8 3 ) ,  KUTAS et coll. 1972 (84), 

LINDNER et coll. 1972 (85)). 

A - Dosage de la progestérone 

1) Extraction de la progestérone contenue dasis les échantillons 
-----I------------------------------------------------------ 

de sérum : -------- 
Dans des tubes en verre, à O,? ml du sérum à doser 

sont ajoutés 3 ml d'hexane. Les tubes sont bouchés avec des 
capsules de polyéthylène et agités pendant 2 mn avec un agi- 

tateur Vortex. Ils sont ensuite centrifugés 5 mn à 2000 spm. 

1 ml du liquide d'extraction est transfére dans ui autre tu- 

be en verre et évaporé dans un bain marie à 35-40°@. Pour 
chaque échantillon de sérum on effectue deux extraits. 

2) Dosage : - - - - - - 
Les dilutions sont effectuées dans le tampon : 

Tris 0,025 M 

lysosymes 0,25 p. 100 

PH 774. 



La progestérone se dégradant en milieu aqueux, elle 

est conservée dans une solution éthanolique et ne sera di- 

luée dans le tampon qu'au moment du dosage. 

Les résidus secs d'extraction à l'hexane sont res- 

solubilisés dans 0,3 ml de tampon. Parallèlement, une gamme 

de tubes contenant des solutions de progestérone standard 

à différentes dilutions est effectuée en triples exemplai- 

res (0,2 ml de tampon + 0,1 ml d'une solution contenant 
de 0,25 ng à 8 ng de progestérone/ml). On ajoute ensuite 

0,1 ml d'une solution de progestérone tritiée et 0,l ml 

d'antisérwi. 

Les tubes sont agités au Vortex puis mis à incuber 

à 37OC pendant 30 mn, Ils sont ensuite plongés dans un bain 

de glace et laissés à incuber 2 heures à 2-4OC ; O,5 ml 

dPune suspension de charcoal-dextran sont ensuite rapide- 

ment additionnés à chaque tube maintenu dans le bain de 

glace. Après agitation au Vortex et un temps de réaction 

de 10 mn exactement, les tubes sont centrifugés à 1500 g - 
2000 g pendant 10 m. O,5 ml du surnageant de chaque tube 

est prélevé et introduit dans une fiole de comptage conte- 

nant 10 ml de liquide à scintillation Soluène-350 (~acka~rd) 

ou d'une solution de composition : 

PPO 7 &' 

POPOP 0,3 g 

Naphtalène 700 g 

Dioxane qsp 1 1. 

La radioactivité de chaque fiole est comptée 10 mn dans un 

compteur 6 . 



B - Dosage de l'oestradiol 

1) Extraction de l'oestradiol contenu dans les échantillons ........................................................ 
de sérum : -------- 

Dans les tubes en verre contenant 0,5 ml de sérum 

à doser, sont ajoutés 3 ml d'éthyl-éther. Les tubes sont 
bouchés par des capsules en polyéthylène et agités 2 mn 

au Vortex avant d'être centrifugés 5 mn à 2000 rpm ; 2 ml 

de chaque extrait sont ensuite transférés dans une autre 

série de tubes en verre qui sont mis à évaporer dans un 

bain-marie à 35-40°C. 

2) Dosage : 

Il s'effectue selon les mêmes modalités que celles 

décrites pour le dosage de la progestérone. 

L'oestradiol, également conservé en sobutian éthano- 

lique, ne doit être dilué dans le tampon que lors de l'utl- 

1isa.tion. 

La gamme standard dtoeatrad.iol sera constituée par 

des tubes dans lesquels sont introduits 0,2 ml de tampon + 
0,1 ml d'une solution contenant de 0,125 ng à 4 ng dloestra- 
diol/ml. 



IV - ANIMAUX 

Le dosage des gonatrophines a été effectué sur des séries 

d'animaux lors de différentes conditions physiologiques (période 

post-natale, cycle oestral) ou expérimentales (castration, injec- 

tions de LW). Ces animaux sont gardés dans des conditions dtéclai- 
+ 

rement constantes (L : O = 14 : 70) à 22 - 2OC. 

A - Période post-natale 

80 cobayes nouveau-nés mâles et femelles ont été sacri- 

fiés par décapitation à des temps variant de 3 heures à 23 jours 

après la naissance. Les animaux ont &té s~erifiés le matin 2t 

10h30. Leur sang, récolté individuellement, est laissé pendant 

un temps minimum de 30 mn à 4 O C  pour que la coagulation s'effec- 

tue. Après contrifligation le sérum est prélevé et conservé B 

- 20°C jusqu'au moment du dosage. 

B - Cycle oestral 
Les transformations que subissent lamuqueusevaginale et 

les ovaires au cours des différentes phases du cycle oestral 

chez le cobaye ont été décrites précédemment avec précision 

par LEONARDELLI 1961-1962 (86, 87, 88). 



Notre étude a porté sur 60 femelles d'environ 700 g qui 

ont été suivies dans un premier temps par la méthode des frottis 

vaginaux afin de choisir le moment du sacrifice. Les frottis, 

préalablement fixés par un mélange alcool/éther (1 v : 1 v) sont 

colorés de la façon suivante : 

- alcool 70° (plonger 10 fois) 
- eau distillée (plonger 10 fois) 
- Hématoxyline au sulfate de zinc de PAPAMILTIADES (3 mi- 
nutes) 

- eau courante (rinçage attentif) 
- eau distillée (plonger 70 fois) 
- alcool 70° (plonger 10 fois) 
- alcool 95O (plonger 10 fois) 
- Solution de SHOOR"SIIIft de composition : 

alcool à 50' 100 ml 

Biebrich Ecarlate hydrosoluble 0,s g 

Orangé G 0,25 g 

Fast green FCF 0 9 075g 

Acide phosphotungstique 0,5 g 

Acide phosphomolybdiq~ie 0 9 5  l? 

Acide acétique glacial 1 ml 

Coloration pendant 4 à 6 minutes. 

- alcool à 95' (plonger 70 fois) 

- alcool absolu 1 (plonger 10 fois) 

- alcool absolu II (plonger 10 fois) 
- toluène (30 secondes). 

Le montage des lamelles s'effectue ensuite à lvEukitt. 

L'observation au microscope montre schématiquement les 

images suivantes : en prooestrus 1, de petites cellules épithé- 

liales à rapport nucléoplasmatique élevé et à cytoplasme baso- 

phile ; en prooestrus II, de grandes cellules basophiles, mu- 

queuses, à noyau le plus souvent pycnotique ; en oestrus pré- 

ovulatoire apparaissent des cellules éosinophiles à noyau pyc- 

notique provenant de Pa desquamation de la couche kératinisée ; 

en oestrus postovulatoire, ces cellules sont plissées et svag- 



glutinent formant des "placards" ; en postoestrus 1 réapparais- 

sent des cellules basophiles qui sont de deux types : des peti- 

tes basophiles provenant des couches profondes mais surtout des 

grandes basophiles muqueuses provenant de la desquamation de 

lfendocol qui s'effectue plus tardivement que celle du vagin ; 

on observe également de nombreux polynucléaires ; en postoes- 

trus II, i.es cellules éosinophiles ont totalement disparu tan- 

dis que les polynucléaires envahissent les cellules basophiles. 

Le ler jour d'ouverture vaginale s'effectue assez tardi- 

vement chez nos cobayes : frottis de fin de prooestrus (l'épi- 

thélium vaginal montrera le plus souvent déjà un début de kéra- 

tinisation) ; ce jour est appelé jour 1 du cycle. 

Les frottis vaginaux ne permettent en fait d'établir 

qu'une chronologie approximative aussi, pour déterminer avec 

précision le moment exact du sacrifice, il est nécessaire de 

prélever les d-eux ovaires et le vagin de chaque animal et d'en 

effectuer l%xamen histologique. 

Les organes sont fixés 3 à 4 jours clans un mélange de 
BOUIN-HOLLANDE ( 1910) sans acide acétique : 

acide piorique 4 9 

acétate de cuivre 2,5 g 

H2° 100 ml 

formol neutre 

sublimé (solution aqueuse ajoutés extemporanément 

saturée de H ~ c ~ ~ )  10 ml 

Les pièces sont ensuite deshydratées pendant 24 heures 

dans l'alcool à 95' (2 bains) puis à nouveau 24 heures dans 

l'alcool absolu (3 bains). L'alcool est éliminé par 3 passages 
successifs de 20 mn dans des flacons de toluène. Les pièces 

sont alors imprégnées par de la paraffine maintenue à 55OC dans 

une étuve (ler bain : 2 heures ; 2ème bain : 4 heures) avant 
d'être incluses. Les blocs refroidis sont coupés au microtome 



en coupes de 10 microns d 'épa isseur .  Une coupe s u r  d ix  s e r a  

retenue,  é t a l é e  e t  c o l l é e  s u r  lame pa r  de l ' e a u  albumineuse. 

Le  déparaff inage e t  l a  co lo ra t ion  de MASSON s f e f f e c -  

tuent  de l a  façon su ivante  : 

déparaffinage e t  réhydra ta t ion  : .............................. 
- toluène : 3 bains de 15 mn 

- a lcoo l  9 5 O  : 3 bains  de 5 mn 

- a lcoo l  70° iodé : 5 mn (é l iminat ion  des c r i s t a u x  de 

mercure) 

- a lcoo l  70° : 5 mn 

- r inçage à l ' e a u  courante jusqu 'à  blanchissement des 

coupes 

- rinçage à l ' e a u  d i s t i l l é e  

co lora t ion  : 
- - - - - m e - - -  

- Hématoxyline de GROAT : 15 mn 

r~1u.n de f e r  2 g 

- lavage à l ' e a u  courante : 5 m n  

- H20 ammoniaquée ( 2  p .  100) : passage rap ide  

- Fuchsine Ponceau : 3 mn 

Ponceau S 2 g 

Fuchsine acide 1 g 

Acide acé t ique  2 m l  

- Acide phosphomolybdique ( 2  p. 100) : passage rap ide  

- Orangé G : 5 m n  

Orangé G 8 g 

H2° 
400 m l  

Acide phosphomolybdique 16 g 

- H20 a c é t i f i é e  (1  p. 100) : passage rap ide  



- Vert FCF : 2 mn 
Vert solide FCF 2 g 

H2° 200 ml 

Acide acétique 1 ml 

- H20 acétifiée (1 p. 100) : passage rapide 
- Alcool absolu : 2 bains de 5 mn 
- Toluène : 2 bains de 5 mn. 

Les lamelles sont montées à 1'Eukitt. Après séchage à 

l'étuve, l'observation microscopique peut être effectuée. 

Lors du prooestrus 1, on observe une prolifération des 

cellules de l'épithélium malpighien de la muqueuse vaginale. 

Le prooestrus II est marqué par un développement de la couche 

muqueuse superficielle ; il y a également une prolifération 

accentuée des cellules de l'épithélium malpighien formant des 

replis qui soulèvent l'assise muqueuse. Cet épithélium a at- 

teint se hauteur maximale d'environ 200 microns. Le début de 

l'oestrus est marqué par la kératinisation de la couche moyen- 

ne de l'épithélium vaginal. Durant lloestsxs vont s'effectuer 

successivement : la desquamation de la couche muqueuse, la dis- 

sociation puis la desquamation de la couche kératinisée et en- 

fin 1 'exfoliation des cellules précornées sous-jacentes (1 kovlz- 

lation ayant lieu lors du décollement de la couche kératinisée). 

Lors du postoestrus 1, llépithélium, réduit à une épaisseur de 

50 microns, est envahi par des polynucléaires. Parallèlement, 

dans les coupes d'ovaires, nous observons des corps progesta- 

tifs à cavité centrale importante sans organisation fibroblas- 

tique et à paroi mince. Au postoestrus II, la cavité centrale 

des corps progestatifs est envahie par des fibrocytes et la cou- 

che glandulaire est épaissie ; l'épithélium vaginal atteint son 

minimum d'épaisseur (15 à 20 microns), par exfaliation du corps 

muqueux de Malpighi. La fin du postoestrus est marquée par l'ap- 

parition d'une couche muqueuse superficielle à plages disconti- 

nues. C'est à ce moment que se ferme la membrane vaginale. 



C - Castration 

150 cobayes tricolores mâles de 450 g sont castrés bila- 
téralement après anesthésie par injection intrapéritonéale de 

0,85 ml d'uréthane à 20 p. 100 et de 0,15 ml de Nembutal. Les 

animaux sont sacrifiés par décapitation, à 10h30 le matin, dans 

des délais variant de 24 heures à 97 jours après la castration. 
Leur sang est récolté individuellement. Après coagulation à 4 O C  

et centrifugation, les sérums recueillis sont conservés conge- 

lés à - 20°C jusqu'au moment du dosage. 

D - Injection de LRF 

100 pg de LW synthétique (~oechst ~rankfurt) ont été 

administrés par injection intrapéritonéale à des cobayes mâles 

de 350 g. Les animaux ont été sacrifiés à des temps variant de 

30 mn à 2h30 après l'injection. Les dosages radio-immunologi- 

ques de LH, FSH et testostérone sont effectués sur les sérauns. 



R E S U L T A T S  



1 - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES 

A - Etablissement des courbes de références 

1) Expression des résultats : ........................ 
Les modifications du pourcentage d'hormone marquée 

fixée aux anticorps sous l'influence d'addition d'hormone 

froide sont exprimées par le rapport : 

dans lequelBo est laradioactivité liée auxanticorps en l'ab- 

sence de toute hormone froide et B, la radioactivité liée 

en présence de x ng d'hormone froide. 

Ceci est couramment représente sur un graphique dont l'une 

des échelles est logarithmique, ce qui. permet l'obtention 

d'une portion de courbe pratiquement lin6aire. 

2) Antisérums : ---------- 
a) gygtkmgs-hornologueg : 

En ltabsence de toute hormone froide, lhnti- 

sérum anti FSH de rat, utilisé à la dilution de 1/3500 

fixe 25 à 32 p. 100 de la FSH de rat marquée à 1' 1251 ; 

l'antisérum anti LH de rat, à la dilution de 1/150000, 

fixe 32 p. 100 de la LH de rat marquée. 

b) Systèmgs-hgterolggueg - - : 

En l'absence d'hormone froide, l'antisérum anti 

FSH ovine fixe 10 à 13 p. 100 de la FSH de rat masquée 



à 1'1251 lorsqufil est utilisé à la dilution de 1/8000 

et 19 à 22 p. 100, à la dilution de 1/4000. 

L'anti FSH humaine en fixe 7 p. 100 à la dilu- 

tion de 1/40000 et I I  p. 100 à la dilution de 1/20000. 

L'antisérum anti LH ovine, à la dilution de 

1/32000, fixe 24 à 26 p. 100 de la LN de rat marquée 

à 1'1251, 

3) Reproductibilité : ---------------- 
Méthode du calcul du coefficient de variation, 

soit : 

- la moyenne : somme des valeurs X divisée par le nom- 

bre n de valeurs (estimation de la moyen- 

- x : écart d'une valeur 5 la moyenne - 
X - X = x  

- la variance s2 (estimation de la variance f2 théorique) 
2 f x" S = -- 

n -  1 (nombre de degrés de liberté) 

- l'écart-type ou déviation standard S (estimation de 6) 

- le coefficient de variation V 

Les coefficients de variations intrasystèmes, c'est- 

à-dire ceux qui concernent la répétition du dosage d'un même 

échantillon en utilisant la même hormone marquée et le même 

anticorps se situent entre 7,3 et 4,2 p. 700, avec des va- 
leurs moyennes de 2 , 9  p. 100 pour le dosage de FSH et de 

2,65 p. 100 pour celui de LH, ce qui représente une très 

bonne reproductibilité. 



Les coefficients de variations intersystèmes sont 

nettement plus élevés, pour cette raison, tous les échan- 

tillons concernsvlt la même expérience et devant être com- 

parés les uns aux autres sont introduits dans un même do- 

sage. 

4) Sensibilité : ----------- 
La sensibilité des dosages sera définie par la plus 

petite quantité d'hormone froide pouvant induire une dimi- 

nution statistiquement significative du pourcentage de 

1 'hormone marquée fixée aux anticorps (FELDMAN et ROBBARD 

1971 (89), MIDGLEY et coll. 1969 (90)). 

Le calcul statistique pour comparer deux séries de 

mesures A et B est effectué suivant la méthode du test t 

de Student-Fisher avec : 

n + nB - 2 (nombre de degrés de A 
liberté) 

La diminution est dite "significativef' si la proba- 

bilité pour que B soit identique à A n'est pas supérieure 

à 5 p. 100 (P,C 0,05). 

La sensibilité ainsi définie est de l'ordre de 

0,95 ng de NIAMD rat FSH RF' pour le dosage de la FSH et 1 
de 0,22 ng de NIAMD rat LH ILPl pour le dosage de la LH. 

Ces valeurs correspondent à des diminutions de 5 à 10 p. 

100, suivant les dosages, de la radioactivité fixée à 

1 'anticorps. 



B - Obtention d'une réaction croisée entre les gonadotrophines de 
rat et celles du cobaye 

Dans un premier temps, les essais de mise au point des 

dosages avaient été effectués sur des extraits acétoniques hypo- 

physaires de cobayes non purifiés. 

1) Dosage de la FSH ---------------- 
a) Système homologue de rat : - - - - - - - - - - - -  

L'addition d'extrait hypophysaire de cobaye, 

même en quantités très élevées (5 pg), ne provoque pas 
de décroissance de la radioactivité fixée aux anticorps. 

L'antisérum anti FSH de rat possède une affinité très 

grande pour la FSH marquée de rat et la FSH de cobaye 

contenue dans la poudre acétonique ne provoque pas de 

compétition pour se fixer à ces anticorps. Ce systeme 

est donc inutilisable pour le dosage de la FSH de co- 

baye. 

b) Systèmes hétérologues : 
- - - - - - - - - m e  

- avec des antisérums anti FSH ovine : système mis su 
point pour le dosage de la FSR de rat par HENDRICK 

et coll. 1971 (75). 
Deux antisérums anti FSH ovine contenant des 

anticorps capables de se lier aux FSH de différents 

mammifères ont été utilisés. Un seul a donné des 

résultats satisfaisants pour le dosage de la FSH 

de cobaye. L'addition d'extrait hypophysaire de co- 

baye provoque alors une décroissance de la radioac- 

tivité fixé'e aux anticorps et la courbe de décrois- 

sance obtenue est parallèle à celle obtenue par 

addition d'hormone de référence de rat (F'ig. no 6 
p.53) ; ceci indique que la réaction croisée entre 

la FSH de cobaye de l'extrait hypophysaire et la 



FSH de rat est complète. Les résultats des dosages 

peuvent donc être exprimés en unités pondérales des 

préparations standards. L'extrait antéhypophysaire 

de cobayes âgés de 10 à 30 jours contient le plus 

souvent l'équivalent de 10 pg de NIAMD rat FSH 

RP,/~~. Chez certains jeunes d'  ex- 

traits à partir des adénohypophyses de très petits 

nombres de cobayes ( 6 ) ) ,  il est possible de trouver 

une activité immunologique atteignant 25 pg de 

NIAMD rat FSB R P ~  /mg. 

D'autre part, dans ce système, nous avons 

également obtenu une réaction immunologique croi- 

sée complète avec un extrait hypophysaire de ca- 

nard, CROIX et coll. 1974 (91) ( ~ i ~ .  n03 p. 47) ; 
il est cependant nécessaire d'ajouter des quantités 

130 fois plus importantes de poudre acétonique pour 

obtenir le même taux de décroissance que celui de 

la courbe de référence. L'extrait hypophysaire de 

canard contient donc applvximativement 6 à 8 pg de 

NIAMD rat FSH RP /mg. Nous notons égdlement que la 1 
sous-unité 4 de 1'HCG humaine PL f i  de la FSH hiunai- 
ne n'entraînent aucune inhibition de la fixation de 

la FSH marquée de rat a u  anticorps anti FSE avine. 

La LE ovine, utilisée comme contrôle, n'entrafne 

une inhibition de cette réaction que pour des quan- 

tités importantes, ceci en raison de sa contamina- 

tion par la FSH. 
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Fimre no 2 : Inhibition complète de la fixation de la FSB marquée 
de rat aux anticorps anti FSH ovine par la FSB de rat, 

de porc, de mouton et de canard. 

La sous-unité d de HCG et 13 de FSH n'entraîne aucune 

inhibition. La LH ovine inhibe cette réaction pour des 

quantités importantes en raison de sa contamination 

par la FSH. 



- avec un antisérum anti FSH humaine : 
Nous constatons également une réaction 

croisée complète avec l'extrait hypophysaire de co- 

baye (~ig. no 4 p. 49). Ce système pourrait donc 

être éventuellement utilisé ; toutefois, les cour- 

bes dont la pente reste faible, montrent qu'aux di- 

lutions utilisées dans ces essais, la sensibilité 

est insuffisante. Il faudrait donc, dans un premier 

temps, établir la dilution de l'antisérum qui per- 

mettrait, en l'absence de toute hormone froide, une 

fixation de l'ordre de 3 O  à 50 p. 100 de l'hormone 

marquée, zone optimum de sensibilité. 
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2) Dosage de la LH --------------- 
a) Système homologue de rat : - - - - - - - - - - - -  

L'addition d'extrait hypophysaire de cobaye ne 

provoque une décroissance significative de la radio- 

activité fixée aux anticorps que pour des valeurs éle- 

vées (~ig. no 5 p. 51), en effet la pente de la courbe 

est différente de celle obtenue par l'addition de LH 

de rat froide, montrant ainsi une affinité moins gran- 

de de cet antisérum pour la LH de cobaye que pour la 

LH de rat. Nous ne retiendrons donc pas ce système de 

dosage. 

b) Systèmes hétérologues avec des antisérums anti LH ovine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
mis au point par NISWENDER et coii. 1968 (92, 93) pour 
le dosage de la LE chez différents mammifhres (bovins, 

porcins, rats). 

Des essais ont été effectués avec cinq antisé- 

rums différents. Quatre d'entre eux ont étê utilisés 

avec succès mettant en évidence une réaction croiseh 

complète entre la LH de rat et la LW de cobaye conte- 

nue dans l'extrait hypophysaire (~ig. no 7 p. 54). 
Cet extrait contient l'équivalent de 6 O p g  de NIAMD 

rat LH RP,/mg. Nous n'avons cependant retenu qu'un 

seul antisérum afin d'effectuer les dosages ultérieurs 

dans des conditions reproductibles. 

L'extrait hypophysaire de canard ne présente 

aucune réaction croisée dans ce système. 



Figure no 5 : Déplacement de la EUH* fixée aux anticorps 

anti LH de rat par la RLH non marquée, par 

la LH ovine et par l'extrait antéhypophy- f RLH* 
saire de cobaye non purifié. 1 AC anti rat L t i  

NlAMD rat LH RP1 - 
Extrait hypophysaire 
de cobaye 0-0 

Hormone froid; 



C - Dosage des fractions purifiées 

Les résultats de ces dosages sont réunis dans le 

tableau III p. 56. 

Dosage de la FSH ---------------- 
Les préparations partiellement purifiées de FSH de 

cobaye (CFSH DE, et CFSH A ) diminuent la radioactivité 3 
fixée aux anticorps en présentant une courbe de décrois- 

sance dont la pente est identique à celle de la courbe de 

référence de rat ( ~ i ~ .  no 6 p. 53) ; la radioactivité res- 
tant fixée quelle que soit la quantité de produit ajoutée, 

a la même valeur que la radioactivité résiduelle de la 

courbe obtenue par addition de FSH de rat non marquée. La 

réaction croisôe est donc complète. LPactivit& immunalo- 

gique de ces préparations reste cependant inférieure à 

celle de l'hormone de réf6rence ; ces fractions ne réa- 

gissent pas (CFSH DE ) ou ne réagissent qusà des concentra- 1 
tions trés élevées (CFSH A ) dans le système de dosage de 3 
LH ; le rapport des quantités de CFSH A entraînant une 3 
réduction de 50 p. 100 de la fixation de la LH marquée aux 

anticorps anti LR et de la FSH marquée aux anticorps anti 

FSH est de 10. 

2) Dosage de la LH --------------- 
La réaction croisée entre la LH de rat et la frac- 

tion LH Bp de cobaye est complète (~ig. no '/ p. 54). 
Cette fraction ne réagit dans le système de dosage de FSH 

qu'à des concentrations très élevées. En effet, le rapport 

des quantités de CLH B2 entrahant une réduction de 30 p. 

100 de la fixation de la FSH marquée aux anticorps anti FSH 

et de la LH masquée aux anticorps anti LH est de 1236. 11 

est intéressant de noterque lapréparationde CLHB est plus 
2 

immunoréactive que la préparation de référence NIAMDrat LHILP,. 
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Figure n o  6 : Déplacement de la RFSH* fixée aux anticorps anti FSH 

ovine , par la RFSH non marquée et par les extraits 

antéhypophysaires de cobaye. Les fractions riches en 

FSH de cobaye inhibent complètement la fixation de 

la RFSH* aux anticorps anti FSH ovine. La fraction 

LH n'inhibe cette réaction que pour des concentrations 

élevées. 
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Fimre no 7 : Déplacement de la RLH* fixée aux anticorps anti LI3 

ovine par la RLH non marquée et par les extraits 

antéhypophysaires de cobaye. La fraction riche en 

LH de cobaye inhibe complètement la fixation de la 

RLR* aux anticorps anti LH ovine. A des concentrations 

importantes, l'une des fractions enrichies en FSH in- 

hibe également cette réaction en raison de sa contami- 
-. nation en LH. 
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D - Dosage des gonadotrophines dans les sérums de cobayes 
Dans nos dosages, les courbes obtenues à partir de 

dilutions de sérums de cobayes (tant pour les mâles et femel- 

les adultes que pour les jeunes mâles et femelles impubères) 

sont parallèles à celles obtenues à partir des extraits hypo- 

physaires ( ~ i ~ .  no 8 p. 57, Fig. no 9 p. 58). Il y a donc ana- 

logie immunologique entre la FSH et la LH hypophysaires et la 

FSH et la LH sériques. 

Il est possible de détecter 4,3 ng/ml de FSH et l,1 ng/ml de 

LH . 

E - Re~résentation graphique des modifications des taux sériques 
en fonction de l'état phgsiolo~ique ou expérimental des ani- 

maux - 
Les courbes ont été représentées, soit avec lPampli- 

tude maximale pour chaque valeur, lorsque le nombre dPanimaux 

par point de courbe est peu élevé (cycle oestral, cobayes im- - - 
(de r i s  u a )  

; soit avec l'intervalle de confiance à 5$vT~ = 0,051 

(cobayes castrés), calculé par la méthode de Stuhent-Fisher t 

soit l'erreur type de la moyenne Sm = ~/fÎn, la valeur 

t O,O5 pour (n - 1) degrés de liberté, on assigne à la 

moyenne inconnue p, l'intervalle de confiance à 5 $ : - + X - t x Sm. 
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Figure no 8 : Déplacement de la RFSH* fixée aux anticorps anti OPSH 

par la RFSH non marquée, l'extrait antéhypophysaire de 

cobaye non purifié et des sérums de cobayes progressi- 

vement dilués. 
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II - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU 17 B OESTRADIOL 

A - Dosage de la progestérone 

La progestérone est extraite du sérum par l'hexwe avec 

un rendement de 80 p. 100 (soit "extraction yieldw YF = 0,80). 

La concentration de l'échantillon va être calculée, par 

comparaison à la courbe standard, de la façon suivante : 

nombre de pg de volume de solvant 
progestérone lus d'extraction 1 1 
sur la courbe x x x - =  
standard corres- volume d'extrait volume de séxum YF 
pondant au nombre introduit dans le utilisé pour 
de cpm. dosage. 1 'extraction, 

X pg de progestérone / ml de sérum 

soit, dans nos dosages : 

L'interférence avec la 174-hydroxyprogestérone n'est 

que de 4 p. 100. Les interférences des autres stéroTdes sont 
très faibles. Les coefficients de variations intrasystèmes sont 

de l'ordre de 4 p. 100. La fixation de la progestérone tritige 
à l'antisérum, en l'absence de toute hormone froide, est de 

32 p, 100. Des quantités de 5 à 400 pg de progestérone peuvent 

être déterminées avec précision par cette méthode ; on choisit 

donc les volumes de sérum utilisés pour l'extraction et les 

volumes d'extraits introduits dans le dosage en fonction des 



concentrations présumées en progestérone de ces sérums, sui- 

vant les conditions physiologiques de l'animal, ceci de maniè- 

re à obtenir une radioactivité correspondant à des valeurs de 

5 à 400 pg de la courbe standard. 

B - Dosape de l'oestradiol 
L'oestradiol est extrait des sérums par l'éthyl-éther 

avec un rendement voisin de 100 p. 100 (YF = 1). Les interfé- 

rences des autres stéroïdes (oestrone, oestriol) sont de ltor- 

dre de 1 p. 100 et peuvent être négligées. 

Le calcul de la concentration de l'échantillon par 

rapport à la courbe standard s'effectue de la même façon que 

celui décrit pour le dosage de la progestérone, soit, dans 

nos dosages : 

x p g  d'oestradiol 
lus sur la courbe x 1 -l x - -  2 x -  2 1 - X p g  dloestradiol/ml 
standard 0,5 de sérum. 

Les coefficients de variations intrasystèmes sont de 

l'ordre de 3,6  à 4 p. 100. L'oestradiol tritié se fixe à l'an- 

tisérum, en l'absence d%omone froide, à raison de 37 à 45 
p. 100. Des quantités de 5 à 400 pg d'oestradiol peuventaêtre 
déterminées avec précision. Les volumes de sérums utilisés 

pour les dosages seront choisis, comme pour la progestérone, 

en fonction de l'état physiologique des animaux. 



III - PERIODE POST-NATALE 

A - = :  

Chez les jeunes cobayes mâles (Fig. no 10 -a- p. 62) 

les taux de LH se situent entre 3,5 et 7 ng/ml à l'exception 

toutefois des premières heures après la naissance où ils peu- 

vent être un peu plus élevés, des Sème et 9ème jours où nous 

observons des valeurs de 11,5 à 14 ng/ml et des jours suivant 
le 20ème jour où les taux augmentent également. 

Chez les jeunes femelles (~ig. no 10 -b- p. 62) les 

taux de LH oscillent en moyenne entre 1,7 et 6,6 ng/ml. Nous 
notons des variations individuelles très importantes ainsi que 

des valeurs plus élevées au 156me jour atteignant 13 ng/ml, 

masi nous n'avons pas suffisamment de jeunes femelles de cet 

âge pour que cette augmentation soit significative. 

FSH : B - -  
Chez les cobayes mâles (Fig. no 1 1  -a- p. 63) de la 

naissance au yème jour les t a u  de FSH se situent entre 25 et 

68 ng/ml ; à partir du 10ème jour ils augmentent pour atteindre 

une valeur moyenne de 100 ng/ml à laquelle ils se maintiennent 

en plgteau jusqu'au 23ème jour. 

A la naissance, les taux de FSH des cobayes femelles 

(~ig. no 11 -b- p. 63) sont élevés (180-310 ng/ml). Ces taux 

décroissent rapidement jusqu'à 45 ng/ml. Nous observons à nou- 

veau des valeurs élevées du 7ème au 1Oème jour : 100 à 230 ng/ml 

(poids moyens des animaux : 140 à 170 g) (2'ig. no 12 p. 64), 
puis du 12ème au 23ème jour les valeurs retombent à 50 ng/ml 

(poids moyens des animaux : 190 à 210 g ) .  
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Figure no 10 : Concentration en LH sérique durant la période post- 

natale chez les cobayes mâles (a) et femelles (b). 

1 .  - - . " ' " ' ' a . ' ' ~ ~ L * a  - 

Chaque point correspond aux valeurs moyennes pour 

trois animaux. Les barres verticales représentent 

1 (amal itude. (a) animal j.solé. 
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( a )  

ng NlAMD rat FSH RPl/rnl 
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F i ~ r e  no 1 1  : Concentration en FSH sérique durant la période post- 

natale chez les cobayes mâles (a) et femelles (b). 

Chaque point correspond aux valeurs moyennes pour 

trois animaux. Les barres verticales représentent 

l'amplitude. (e) animal isolé. 
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IV - CYCLE OESTRAL 

A - a :  

Les taux moyens de la LH sérique déterminés pendant la 

période dioestrale sont équivalents à des taux de NIAMD rat 

Iiü RP se situant entre 5 et 7,5 ng/ml. Deux pics de LH ont pu 1 
être observés durant le cycle oestral ; le premier a lieu lors 

de l'oestrus préovulatoire : il s'agit d'une décharge qui at- 

teint une valeur moyenne de 50 ng/ml et qui semble être de très 

courte durée. Après l'ovulation, pendant la période du post- 

oestrus 1 et le début du postoestrus II, les taux de LH forment 

un plateau et sont plus élevés que pendant la période du dioes- 

trus. Les valeurs se situent entre 15 et 22,5 ng/ml (~ig. no 13 

P. 67). 

B-m: 

Les taux moyens les plus bas de la FSH serique sont équi- 

valents à 10 à 40 ng/ml de NIAMD rat FSH RP1 ; ils sont observés 

à la fin du dioestrus et durant le prooestrus. Un pic très impor- 

tant de FSH débute peu avant l'ovulation et colncide avec le pla- 

teau postovulatoire de LH observé durant le postoestrus 1 et le 

début du postoestsus II. Ce pic de FSR atteint la valeur moyenne 

de 280 ng/ml. Au 6ème jour du cycle, les taux de FSH sont à nou- 

veau très bas : 20 ng/ml, puis reprennent des valeurs élevées 

avec un maximum de l'ordre de 120 ng/ml au 8ème jour (~ig. no 13 
P. 67). 



C - Progestérone : 

Durant le prooestrus, le taux moyen de la progestérone 

est de 0,8 à 1,2 ng/ml de sérum. Au cours de 1' oestrus il exis- 

te un pic de progestérone atteignant des valeurs de 8,7 ng/ml ; 
ce pic s'observe lors de l'oestrus préovulatoire, peu après la 

décharge brève et importante de LE. Les coupes d'ovaires montrent 

alors des follicules de De Graaf dont l'ovocyte est en métaphase 

de 2nde division (planche II). Lors de l'ovulation, le taux de 

progestérone tombe à 1 ng/ml. Par la suite, on peut observer un 

second pic de faible importance (2,3 ng/ml) en début de postoes- 

trus 1 lorsque les taux de LH sont élevés. Ehfin, dès le post- 

oestrus II, le taux moyen de progestérone augmente progressive- 

ment et atteint un maximum de l'ordre de 7,2 ng/ml au 12ème jour 

du cycle oestral. Par la suite la concentration diminue (Fig. 

no 13 p. 67). 

D - Oestradiol : 

Le comportement de l'oestradiol au cours du cycle est 

plus difficile à analyser du fait des variations individuelles 

importantes qui conduisent à une dispersion des résultats. Il 

apparalt néanmoins que les taux d'oestradiol sont élevés durant 

le prooestrus et le début de l'oestrus préovulatoire où ils 

peuvent atteindre des valeurs de 70 pg/ml. Les valeurs maxima- 

les de 178 oestradiol précèdent le pic préovulatoire de LH ; 
au moment de ce pic, la valeur moyenne d'oestradiol est de 

30 pg/ml. Les taux de 17 4 oestradiol fluctuent de façon non 
systématique au moment de l'ovulation et de la période de post- 

oestrus. Durant les 10 premiers jours du dioestrus, les valeurs 

moyennes d'oestrogènes restent inférieures à 30 pg/ml (Fig no 13 

P. 6 7 ) .  





Figure no 13 : Modifications des taux de LH, de FSH, de progestérone 

et de 17 fi oestradiol sériques, chez le cobaye, au 
cours du cycle oestral. Les barres verticales repré- 

sentent l'amplitude. Le nombre d'animaux sacrifiés 

pour chaque stade est indiqué. 



V - CASTRATION 

A - = :  

Après castration, les taux de LH sérique n'augmentent 

de façon significative (P < 0,05) qu'après un délai de 48 heu- 
res ; ils passent alors de 1,65 ng/ml à 5,2 ng/ml  a able au IV 
p. 69). Durant les trois premières semaines, ces taux sont très 

variables : ils oscillent entre des valeurs moyennes de 4 ng/ml 
à 8 ng/ml les ?O premiers jours et peuvent atteindre, du 12ème 

au 20ème jour, mais de façon inconstante, des valeurs de l'ordre 

de 40 ng/ml ; ce n'est qu'à partir du 24ème jour que ces taux 

se stabilisent entre 30 et 60 ng/ml (~ig. no 14 p. 70). 
Après 3 mois de castration, ils semblent avoir tendance à dé- 

croître légèrement. Chez les animaux sacrifiés 92 jours après 

l'opération, les concentrations en LH sérique sont en moyenne 

4,7 fois plus importantes que celles des animaux non castrés 

du même âge, élevés dans les mêmes conditions. 

B - B :  

L'augmentation des concentrations en FSH sérique, après 

castration, est hautement significative dès les premières 24 

heures après l'opération (P = 0,001)  a able au V p. 71). Les con- 

centrations passent de 90 ng/ml a 226 ng/ml ; un premier maxi- 

mum de 1100 ng/ml est atteint les 9ème et 1Oème jours ( ~ i ~ .  no 

15 p. 72) ; il n'est pas maintenu et l'on observe une baisse 

tres nette les 12ème et 14ème jours (400 ng/ml) . Une nouvelle 
augmentation s'effectue ensuite de façon plus progressive. Des 

valeurs de l'ordre de 1000 ng/ml sont à nouveau atteintes au 

28ème jour. 
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Figure no 15 : Effet de la castration sur les taux sériques 

ng NlAMD rat FSH Rp1/ ml de FSH chez le cobaye mâle. 

Les barres verticales représentent l-nterq 

valle de confiance (P = 0,05). Le nombre 

1 d'animaux par point de courbe est indiqué. 5 



Les taux se stabilisent alors ; il faut observer cependant un 

accroissement très progressif pour atteindre 1300 ng/ml 3 mois 
après castration. 

Nous notons des taux particulièrement élevés en FSH 

(2000 ng/ml) pour le lot de cobayes sacrifiés 71 jours aprés 
castration (mais ces mêmes animaux ayant également des valeurs 

très élevées en LH (60 ng/ml), ils auraient peut-être montré 

dans 1 'ensemble des valeurs plus élevées de gonado trophines 

que les autres groupes, quel que soit le jour du sacrifice). 

La prise de poids des animaux après la castration est 

régulière et linéaire (~ig. no 16 p. 74); ces animaux semblent 
donc avoir supporté correctement l'opération. 
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VI - INJECTION DE LRF 

L'injection intrapéritonéale de LRF synthétique chez le 

cobaye mâle provoque une augmentation très importante des taux 

de LH sérique ; un maximum est atteint Ih30 après l'injection, 

les valeurs sont alors multipliées par 8. Les taux de testostérone 

sérique augmentent simultanément mais ne décroissent que plus len- 

tement, 

1h30 après l'injection, on observe également une augmentation des 

taux de FSH sérique montrant l'anbiguité de l'action du LRF. Cette 

augmentation est cependant beaucoup plus faible que celle de LH : 

en effet, les taux n'atteignent que le double de la valeur initia- 

le avant injection ( ~ i ~ .  no 17 p. 76). 



F i w r e  no 17 : Effet de l'injection intrapéritonéale de LRF synthé 

tique sur les taux sériques de LA, de FSH et de tes 

tostérone chez le cobaye mâle. 



D I S C U S S I O N  



Dans les systèmes hétérologues de dosages radio-immunologiques 

des gonadotrophines, seuls les sites non spécifiques de l'espèce sont 

concernés ; en outre, leur affinité pour une molécule antigénique de 

structure tertiaire, différente de celle contre laquelle ils ont été 

fabriqués, est souvent plus faible (ce qui se traduit par une pente 

moins accusée des courbes) ; mais ceci permet de les appliquer avec 

succès à différentes espèces animales. 

Ce fait est d'un grand intérèt. notamment en ce qui concerne 

les dosages chez le cobaye, animal pour qui nous ne pouvons utiliser 

un système homologue en raison des trop i'aiblcs quantités d'hormones 

hypophysaires qui ne permettent pas l'obtention de fractions suffisam- 

ment purifiées pour fabriquer des anticorps dirigés spécifiquement con- 

tre laFSH ou la LH de cobaye ; aussi, même en se plaçant dans les meil- 

leures conditions possibles, c'est-à-dire en prenant les adénohypophy- 

ses de cobayes de 10-30 jours, la quantité de materiel de départ reste 

faible ; en effet, les antéhypophyses de cobayes femelles âgés de 34 
jours contiennent, pour un poids de 5 , 8 9  mg, une activité biologique, 

mesurée par la méthode de STEELMAN et POHLEY, de 53 pg de NIH FSH SI, 
soit, proportionnellement au poids de 1s glande, m e  quantité 20 fois 

moins importante que chez la rate âgée de 22 jours Cpoids de l1antéhy- 

pophyse : 1,42 ng - 276 ) ~ g  NIH FSH SI) (BROWN 1971 (70)).  

Nous avons utilisé des méthodes d'extractions non dénaturantes 

mais qui provoquent des pertes de matériel très importantes lors des 

différentes précipitations et chromatographies ; celles-ci limitent 

alors la purtfication des fractions. 



Alors que FUICHERT 1971 (114), par électrofocalisation des gona- 

dotrophines humaines avait toujours trouvé une activité LH associée à 

la fraction FSH, récemment KERCRET et DUVAL 1975 (94) sont parvenus à 

isoler, à partir d'adrénohypophyses de rat, une fraction d'activité im- 

munologique FSH dépourvue d'activité LH. 

Le pic de FSH qui se situe aux environs de pH 3,3 en gradient 3-6 et 
de pH 2,8 en gradient 2,5-4 est cependant assez large ; cette hétérogé- 
néité pourrait être dQe à une désialysation partielle de certaines mo- 

lécules. 

Cette méthode, qui ne nécessite qu'un petit nombre de glandes chez le 

rat (rendement de 41 p. 100), pourrait'peut-être être essayée avec suc- 

cès chez le cobaye. 

Toutefois, elle n'a pas donné de résultats satisfaisants pour la LH : 

en effet, celle-ci apparaît très hétérogène et focalise aux environs 

de pH 9, mais des préparations de LH hautement purifiées présentent 
également un pic important en zone acide. Le rendement est de 6 , s  p.100. 

Le sérum de lapin anti FSH ovine utilisé permet le dosage des 

FSH de différents mammifères : rat (HENDRICK et coll. 1971 (75)),  lapin 

(DUFY-BARBE et coll. 1972 (77)) ,  boeuf (DERIVAUX et coll. 1974 ( 9 5 ) ) ,  
cobaye (CROIX et FRANCHIMONT 1975 (96)), mais aussi celles d'oiseaux : 

canard (CROIX et coll. 1974 (91)). 

Les gonadotrophines sont composées de deux sous-unités 4 et p .  
Les sous-unités auraient une structure très voisine pour la FSH, la 

LH et la TSH mais seraient spécifiques de l'espèce ; les sous-unités f i  
seraient, elles, responsables de l'activité biologique donc caraetéris- 

tiques du type d'hormone mais présenteraient une spécificité moins gran- 

de d'une espèce à l'autre (PIERCE et coll. 1971 (97, 98). 

Les expériences biologiques montrent bien qu'il n'existe prati- 

quement pas de spécificité d'espèce pour les sites biologiques. En effet 

il est possible de doser l'activité biologique de la FSH d'oiseau sur 

des rats par la méthode de STEELMAN et POHLEY (FOLLET et coll. 1972 (99)). 



Lors de nos dosages de FSH, l'anticorps utilisé réagit donc pro- 

bablement contre des sites antigéniques porteurs de l'activité biologi- 

que de la sous-unité ,d , ce qui expliquerait la réaction croisée complè- 
te que nous pouvons obtenir entre deux espèces zoologiques aussi éloi- 

gnées. 

Néanmoins la FSH humaine native inhibant la réaction entre la 

FSH marquée de rat et les anticorps anti FSH ovine et laPFSH étant in- 

capable de produire seule le même effet, l'association des deux sous- 

unités 4 et @ serait nécessaire pour que l'anticorps puisse se fixer 

sur ces sites. 

Ceci est en accord avec les résultats trouvés lors des dosages 

biologiques effectués sur les sous-unités séparées (DE LA LLOSA 1972 

(100)) et confirme que l'association des deux sous-unités confère une 

structure tertiaire particulièr? à la molécule, i2dispensable à l'ex- 

pression biologique et immunologique. 

Les résultats des dosages radio-immunologiques des gonadotro- 

phines sériques que nous avons obtenus chez le cobaye durant la période 

post-natale (CROIX 1976 (1 15)) sont rapprocher de ceux décrits par 

DONOVAN et coll. 1975 (101, 102). Nous notons toutefois quelques diffé- 

rences : en effet, pour ce qui concerne la FSH, le système de dosage 

que nous utilisons nous donne des valeurs deux à trois fois plus basses 

d'une part, d'autre part, nous n'avons pas noté d'augmentation en FSH 

accompagnant le léger accroissement que l'on observe en LH chez les mâ- 

les âgés de 2 à 5 jours ; cependant les courbes sont. dans leur ensemble 
comparables, notamment en ce qui concerne : 

- le pic très net de LH sérique observé chez les jemes mâles de 
8-9 jours, lorsque les taux de FSH sont alors relativement peu 
élevés. Une mise en charge importante en matériel spécifique- 

ment immunoréactif avec des antisérums anti LRF de synthèse se 

produit, ces mêmes jours, au niveau de 1 ' infundibulum (BARRY 
et DIJBOIS 1974 (45)).  



- les taux importants de FSH chez les femelles durant les premiè- 
res heures qui suivent la naissance, rappelant ceux particuliè- 

rement élevés des foetus femelles après 65 à 68 jours de gesta- 

tion (DONOVAN et coll. 1975 (102)). 

- l'augmentation également de la concentration en FSH sérique 

chez les femelles en début de seconde semaine post-natale, 

précédant la période de croissance pondérale rapide de l'ovaire. 

Ces méthodes de dosage de la FSH et de la LH, de même que celles 

permettant d'apprécier les oestrogènes et la progestérone sériques ont 

également permis de définir les variations cycliques de ces hormones et 

leur séquence au cours du cycle oestral du cobaye (CROIX et FRANCHIMONT 

1975 (96)). 

Il existe un pic de LH sérique durant l'oestrus, peu de temps 

avant l'ovulatiun. Par la suite, la LH diminue, puis augmente et se 

maintient en plateau à des valeurs élevées pendant la période du post- 

ses txus . I 

Ces variations sériques de LH sont en accord avec les observa- 

tions effectuées par BARRY et DUBOIS 1974 (47) sur les variations de 
charge, dans l'éminence médiane, en matériel spécifiquement immunoréac- 

tif avec des antiserums anti LRF de synthèse. 

L'évolution des taux de FSH sérique ne colncide pas systémati- . 
quement avec celle de la LH. En effet, il n'y â pas de pic préovula- 

toire de FSH. 

Par contre en période de postoestrus 1, les taux de FSH et de 

LH sont accrus. 

Une dissociation des taux de FSH et de LH au cours de l'induc- 

tion de l'ovulation par le coït a également été mise en évidence chez 

le lapin (DUFY-BARBE et coll. 1973 (103)). 



Ces observations renforcent la notion d'une régulation spécifi- 

que et indépendante de la sécrétion de la FSH et de la LH. 

Comme dans 1 ' espèce humaine (FRANCHIMONT 1972 (104)) le taux 

des oestrogènes s'accroit durant la période préovulatoire (prooestrus 

et début d'oestrus) pour atteindre leur maximum peu de temps avant le 

pic préovulatoire de la LH, tandis que la progestérone ne présente un 

accroissement que peu après ce dernier. L'accroissement de la progesté- 

rone pendant le postoestrus II et le dioestrus succède au plateau de LH 

en postoestrus 1 et au début du postoestrus II. 

Des dosages de progestérone et d'oestradiol pendant le cycle 

oestral du cobaye ont également été effectués par JOSHI et coll. 1973 
(105) ; ces auteurs nlont cependant pas suivi les valeurs j ~ u r  par 

jour mais ont sélectionné 4 périodes du cycle. Les valeurs que nous don- 
nons sont plus faibles que celles trouvées par ces auteurs qui effec- 

tuaient les dosages à partir du sérum prélevé au niveau de la veine ova- 

rienne. Nos valeurs sont en accord avec celles trouvées antérieurement 

par FEDER et coll. 1968 (106) dans le sang circulant. 

En ce qui concerne le dosage d'oestradiol, nous avons observé, 

e o m e  CHALLIS et coll. 1971 (107), que les taux sont faibles chez le 

cobaye et qu'il existe de grandes variations individuelles de ces taux 

à un même moment du cycle oestral. 

Comme chez le rat, et à la différence des résultats observés 

chez le lapin, pour qui les stéroïdes surrénaliens pourraient en par- 

tie compenser la suppression des stéroïdes gonadiques et parvenir & 

maintenir la rétroaction nsgative exercée sur la sécrétion de LH 

(DUFY-BARBE et coll. 1972 (108)), la castration, chez le cobaye mâle 

adulte, affecte tant les concentrations sériques de LH que celles de 

FSH (CROIX (116)). 

Cependant, alors que les concentrations en LH sérique n'augmen- 

tent qu'après une latence de 48 heures et par oscillations d'amplitudes 

progressivement croissantes, ce qui correspond assez bien à la mise en 



charge en LRF des cellules hypothalamiques observées en immunofluores- 

cence par BARRY et coll. 1974 (42), les concentrations en FSH augmen- 

tent beaucoup plus rapidement et à des taux d'emblée très élevés. 

Les mécanismes régulant les sécrétions de LH et de FSH au ni- 

veau hypothalamo-hypophysaire semblent donc s'exercer de façon très 

différente. 

L'augmentation des taux de LH peut s'expliquer par la dispari- 

tion de la rétroaction négative exercée par la testostérone et ses méta- 

bolites (androstène-dione et dihydro tes tos térone) sur la sécrétion de 

LH . 
A la différence de ce qui se produit pour les oestrogènes, ce 

contrôle semble s'exercer au niveau de l'hypothalamus et non de la pré- 

hypophyse : en effet, il ne dininue pas les sécrétions de LK et de FSH 

obtenues en réponse à une injection de ERF (VON ZUR MTBLEN et KOBBERLTHG 

1973 (log), F W C R I M O N T  et coll. 1975 (110)). 

A des doses peu élevées, la testostérone n'a pas dkffets sur 

la sécrétion de FSH (DUFY-BARBE et FRANCHIMONT 1972 (1 Il)), 

Cette sécrétion peut cependant être inhibée par ingection intra- 

péritonéale d'une substance de nature protéinique contenue dans le plas- 

ma séminal ; cette inhibition s'exerce sélectivement sur la sécrétion 

de PSH (FRANCHIMONT et coll. 1975 (1 10)) ; cette substance serait issue 

de l'épithélium germinal des testicules et jouerait le r61e d'un infor- 

mateur spermatogénétique. Lors de la castration, la suppression de cette 

rétroaction négative pourrait être la cause de l'augmentation de la sé- 

crétion de FSH. 

A l'heure actuelle, le problème de l'existence d'une seule ou 
de deux "releasing" hormones hypothalamiques différentes, responsables 

des sécrétions hypophysaires de LH et de FSH est posé. 



Les dissociations très nettes des taux sériques de LH et de FSH 

que nous observons chez le cobaye, au cours du cycle oestral, de la pé- 

riode post-natale et de la castration seraient en faveur d'une dualité 

des contrales hypothalamiques. 

E h  effet, les variations sériques de LH coïncident, dans les 

différents états physiologiques et expérimentaux étudiés, avec les va- 

riations de charge en matériel spécifiquement immunoréactif avec des 

antisérums anti LRF de synthèse observées par BARRY au niveau de l'émi- 

nence médiane. 

En outre, nous notons des taux sériques élevés de FSH chez les 

jeunes cobayes femelles de 140-170 g,  correspondant aux périodes de 

mises en charge particulièrement importantes des cellules neurosécré- 

trices à grains acidophiles du noyau hypothalamique latérodorsal in- 

terstitiel (BARRY 1972 (112))  ; ces cellules pourraient donc intervenir 

plus spécifiquement dans le contrôle de la sécrétion préhypophysaire 

de FSH. Cette hyp~thèse pourrait faire l'objet de verifications direc- 

tes "in vitro" en cultures de préhypophyses. 



C O N C L U S I O N  

---00000--- 



- A partir d'antéhypophyses de cobayes âgés de 10-30 jours (âge pour 
lequel les taux de gonadotrophines pituitaires sont élevés), des 

extraits FSH et LH de cobaye ont été préparés, dans les conditions 

les moins dénaturantes possibles, par des fractionnements au sul- 

fate d'ammonium et des chromatographies sur CM cellulose et DEAE 

cellulose. 

- Nous avons ainsi isolé des fractions d'activité FSH 30 fois supé- 

rieure à celle de l'extrait non purifié ainsi que des fractions en- 

richies de 48 à 50 fois en activité LB, 

- Par ces techniques, les pertes de matériel sont cependant irnportan- 
tes et nécessiteraient le sacrifice d'un nombre très élevé de co- 

bayes - qutil nous était impossible dkbtenir - pour permettre ' 

l'isolement de fractions FSH et LHdépourvues d'activités contami- 

nantes et être ainsi utilisables pour la préparation dtinunasérums 

spécifiques antl FSR ou anti LH de cobaye. 

- Les fractions que nous avons isolées nous ont permis de mettre en 
évidence une réaction croisée complète et spécifique entre la FSH 

et la LH hypophysaires de cobaye et l'hormone correspondante de 

rat, dans des systèmes hétérologues de dosages radio-immunologiques 

comprenqt une hormone marquée FSH ou LH de rat et des antisérums 

anti FSH ou LB ovines. 

- Ces dosages radio-immunologiques des gonadotrophines ont été effec- 
tués, s0i.t par la technique de double précipitation, soit par celle 



d'immunoadsorption ; leur sensibilité est de l'ordre de 0,95 ng 

pour le dosage de FSH et de 0,22 ng pour celui de LH. Ils ont pu 

être adaptés pour Te dosage de ces hormones dans les sérums des 

cobayes, 

- Lors de différents états biologiques (période post-natale - cycle 
oestral - castration), il apparaît une dissociation des taux séri- 

ques de LH et de FSH. 

Cette dissociation est particulièrement marquée au cours du cycle 

oestral et lors de la castration : 

- la décharge brève et importante préovulatoire de LH précède 

nettement l'augmentation des taux de FSH qui ne s'effectue 

qu'au moment de l'ovulation. 

L'examen histologique des coupes sériées des ovaires et du 

vagin des aninaux a permis de déterminer avec exactitude le 

moment du cycle. 

- chez les cobayes mâles castrés, les concentrations sériques 
en FSH s'élèvent rapidement de façon hautement significati- 

ve alors que celles en LH n'augmentent qu'après un délai de 

48 heures et d'une façon beaucoup plus modérée, 

- Ces résultats suggèrent une double commande des sécrétions préhypo- 
physaires de LH et de FSH chez le cobaye. Celle-ci pourrait s'exer- 

cer soit au niveau de l'activité hypothalamique, soit au niveau des 

cellules de la préhypophyse qui sécrèteraient préférentiellement 

l'une ou l'autre des deux gonadotrophines selon une sensibilisation 

fonction de l'équilibre oestro-progestéronique. 

i 

- Par ailleurs les dosages des stéroïdes gonadiques au cours du cycle 
oestral du cobaye ont montré : 

- une sécrétion notable et prolongée d'oestradiol avant le 
pic préovulatoire de LE ; ceci est en accord avec les obser- 

vations effectuées chez d'autres espèces pour lesquelles il 



a été atabli que la décharge cyclique de LH dépendait de 

la rétroaction positive de l'hypothalamus aux oestrogènes. 

- une sécrétion progestéronique ne débutant qu'après le pic 

de LH, ce qui est également rencontré chez les autres es- 

pèces animales. 
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