> 3106
a j‘% »
A N* d'ordre : 467 51? 5;96

, 1
UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE i8

THESE

présentée

A L'UNIVERSITE DES SCIENCES
ET TECHNIQUES DE LILLE
pour obtenir
le Grade de Docteur és-Sciences Naturelles

par

Maryvonne WAREMBOURG

Ftude Radioautographique
de la Fixation d’Hormones Stéroides Tritiées
(Estradiol, Progestérone, Promégestone,
Corticostérone, Dexaméthasone)
au Niveau du Systeme Nerveux Central
de I'Hypophyse ;,Hg Tractus Génital
chez diﬁ’f';{ﬁ@}nmiféres

\,.J Lol
AR

A .

6; -

ST ‘/'
\i, Liphr”
soutenue le 20 Décembre 197§"devant la Commission d'Examen
MM. M. DURCHON, Président
J. BARRY, Rapporteur
E.E. BAULIEU, Rapporteur
B. DROZ, Rapporteur

C. KORDON, EBxaminateur
J.-P. ROUSSEAU, Examinateur



UNIVERSITE DES SCIENCES
ET TECHNIQUES DE LILLE

- . -

15 Septembre 1979

DOYENS HONORAIRES De 1'Ancienne Faculté des Sciences

MM. R.DEFRETIN, H.LEFEBVRE, M.PARREAU.

PROFESSEURS HONORAIRES des Anciennes Facultés de Droit

et Sciences Economiques, des Sciences et des Lettres

MM. ARNOULT, Mme BEAUJEU, BONTE, BROCHARD, CHAPPELON, CHAUDRON, CORDONNIER,
CORSIN, DECUYPER, DEHEUVELS, DEHORS, DION, FAUVEL, FLEURY, P.GERMAIN, GLACET,
GONTIER, HEIM DE BALSAC, HOCQUETTE, KAMPE DE FERIET, KOUGANOFF, LAMOTTE,
LASSERRE, LELONG, Mme LELONG, LHOMME, LIEBAERT, MARTINOT-LAGARDE, MAZET,
MICHEL, PEREZ, ROIG, ROSEAU, ROUELLE, SAVARO, SCHILTZ, WATERLOT, WIEMAN,

ZAMANSKI.

ANCIENS PRESIDENTS DE L'UNIVERSITE

DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

MM. R.DEFRETIN, M.PARREAU, J.LOMBARD.

PRESIDENT DE L'UNIVERSITE

DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

M. M.MIGEON.

PROFESSEURS - Tére Classe

BACCHUS Pierre
BEAUFILS Jean-Pierre
BECART Maurice
BILLARD Jean

BIAYS Pierre

BONNOT Ernest
BOUGHON Pierre
BOURIQUET Robert
CELET Paul

COEURE Gérard
CONSTANT Eugeéne
CORDONNIER Vincent
DEBOURSE Jean-Pierre
DELATTRE Charles
DELHAYE Michel
DERCOURT Jean
DURCHON Maurice
ESCAIG Bertrand
FAURE Robert

FOURET René
GABILLARD Robert
GRANELLE Jean-Jacques
GRUSON Laurent
GUILLAUME Jean
HECTOR Joseph

HEUBEL Joseph

.Z323333333233333332333ZZ'ZZ

Astronomie

Chimie Physique
Physique Atomique et Moléculaire
Physique du Solide
Géographie

Biologie Végétale
Algébre

Biologie Végétale
Géologie Générale
Analyse

Electronique
Informatique

Gestion des Entreprises
Géologie Générale
Chimie Physique
Géologie Générale
Biologie Expérimentale
Physique du Solide
Mécanique

Physique du Solide
Electronique '
Sciences Economiques
Algébre

Microbiologie
Géométrie

Chimie Minérale



SEEXZIEZIEZEX=

3
1]

3]

==X
EREREE
1}

LABLACHE-COMBIER Alain
LACOSTE Louis
LANSRAUX Guy

LAVEINE Jean-Pierre
LEBRUN Andreé

LEHMANN Daniel
LENOBLE Jacqueline
LHOMME Jean

LOMBARD Jacques
LOUCHEUX Claude
LUCQUIN Michel
MAILLET Pierre
MONTREUIL Jean
PARREAU Michel
PAQUET Jacques
POUZET Pierre
PROUVOST Jean

SALMER Georges
SCHWARTZ Marie-Héléne
SEGUIER Guy
STANKIEWICZ Frangois
TILLIEU Jacques
TRIDOT Gabriel

VIDAL Pierre

VIVIER Emile
WERTHEIMER Raymend
ZEYTOUNIAN Radyadour

PROFESSEURS -

Chimie Organique
Biologie Végétale
Physique Atomique et Moléculaire
Paléontologie
Electronique
Géométrie

Physique Atomique et Moléculaire
Chimie

Sociologie

Chimie Physique
Chimie Physique
Sciences Economiques
Biochimie

Analyse

Géologie Générale
Analyse Numérique
Minéralogie
Electronique
Géométrie
Electrotechnique
Sciences Economiques
Physique Théorique
Chimie Appliquée
Automatique

Biologie Cellulaire

- Physique Atomique et Moléculaire

Mécanique

2éme Classe

AL FAKIR Sabah
ANTOINE Philippe
BART André

BATTIAU Yvonne
BEGUIN Paul

BELLET Jean
BKOUCHE Rudolphe
BOBE Bernard
BODARD Marcel
BOILLY Bénoni
BOIVIN Jean-Claude
BONNELLE Jean-Pierr
BOSCQ Denis '
BREZINSKI Claude
BRIDOUX Michel
BRUYELLE Pierre
CAPURON Alfred
CARREZ Christian
CHAMLEY Hervé
CHAPOTON Alain
COQUERY Jean-Marie
CORSIN Paule
CORTOIS Jean
COURBIS Bernard
COUTURIER Daniel -
CRAMPON Norbert
CROSNIER Yves
DACHARRY Monique
DEBRABANT Pierre
DEGAUQUE Pierre
DELORME Pierre

Algébre

Analyse

Biologie Animale
Géographie

Mécanique

Physique Atomique et Moléculaire
Algébre

Sciences Economiques
Biologie Végétale
Biologie Animale
Chimie Minérale
Chimie

Probabilités

Analyse Numérique
Chimie Physique
Géographie

Biologie Animale
Informatique
Géotechnique
Electronique _
Psychophysiologie
Sciences de la Terre
Physique Nucléaire et Corpusculaire
Sciences Economiques
Chimie Organique
Sciences de la Terre
Electronique
Géographie

Géologie Appliquée

Electronique

Physiologie Animale



=
(4]

ek e
®

®

TTXIEIEREEZREEZEZRRXE

DE PARIS Jean-Claude
DEPREZ Gilbert
DERIEUX Jean-Claude
DEVRAINNE Pierre
DHAINAUT André
DOUKHAN Jean-Claude
DUBOIS Henri
DUBRULLE Alain
DUEE Gérard
DYMENT Arthur
EVRARD Micheline
FLAMME Jean-Marie
FOCT Jacques
FONTAINE Hubert
FONTAINE Jacques
FOURNET Bernard
GOBLOT Rémi
GOSSELIN Gabriel
GOUDMAND Pierre
GREVET Patrick
GUILBAULT Pierre
HERMAN Maurice
HOUDART René
JACOB Gérard
JOURNEL Gérard
KREMBEL Jean
LAURENT Francgois
LEGRAND Denise
LEGRAND Solange
LEMAIRE Jean
LENTACKER Firmin
LERQY Jean-Marie
LERGY Yves
LEVASSEUR Michel
LHENAFF René
LOCQUENEUX Robert
LOSFELD Joseph
LOUAGE Francis
MACKE Bruno
MAHIEU Jean-Marie
MAIZIERES Christian
MARQUET Simone
MESSELYN Jean
MIGEON Michel
MIGNOT Fulbert
MONTEL Marc
MONTUELLE Bernard
N'GUYEN VAN CHI Régine
NICOLE Jacques
NOTELET Francis
PARSY Fernand
PAUPARDIN Colette
PECQUE Marcel
PERROT Pierre
PERTUZON Emile
PETIT Francis
PONSOLLE Louis
PORCHET Maurice
POVY Lucien

RACZY Ladislas
RICHARD Alain

Mathématiques

Physique du Solide et Cristallographie
Microbiologie '
Chimie Minérale

Biologie Animale

Physique du Solide

Physique

Physique

Géologie

Mécanique

Chimie Appliquée

Technologie de Construction
Génie Mécanigque

Physique

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Biochimie Structurale
Algebre

Sociologie

Chimie Physique

Sciences Economiques
Physiologie Animale

Physique Spatiale
Mathématiques

Informatique

-Physique Atomique et Moléculaire

Biochimie

Automatique

Algébre

Algébre

Physique

Géographie

Méthodologie

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Sciences Economiques

Géographie

Physique Théorique

Informatique

Electronique

Physique

Physique Atomique et Moléculaire
Automatique

Probabilités

Physique Atomique et Moléculaire
Chimie Physique

Analyse Numérique

Physique du Solide

Biologie et Biochimie Appliquée
Géographie

Chimie Analytique

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Mécanique '
Biologie Physiologie Végétales
Chimie Organique

Chimie Appliquée

Physiologie Animale

Chimie Organique, Minérale et Analytique
Chimie Physique

Biologie

Automatique

Electronique

Biologie



=F=====

_.l

M.
M.
M.
M.
Mle
M.
M
M
M
M
¥

—
. .

M.
M.
M.
M

RIETSCH Frangois
ROGALSKI Marc
ROUSSEAU Jean-Paul
ROY Jean-Claude
SALAMA Pierre
SCHWARZBACH Yvette
SCHAMPS Joél

SIMON Michel

SLIWA Henri

SOMME Jean

SPIK Geneviéve
STERBOUL Frangois
TAILLIEZ Roger
THERY Pierre
TOULOTTE Jean-Marc
VANDORPE Bernard
VILETTE Michel
WALLART Francis
WATERLOT Michel
WERNER Georges

me ZINN-JUSTIN Nicole

Chimie

Analyse

Physiologie Animale
Psychophysiologie
Sciences Economiques
Mathématiques

Physique

Sociologie

Chimie Organique
Géographie

Biochimie

Informatique

Biologie

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Automatique

Chimie Minérale
Résistance des Matériaux
Chimie

Géologie Générale
Informatique Fondamentale Appliquée
Algébre



C'est avec un £nes grand plaisin que fe tiens @ exprimer
ma profonde gratitude a Monsieur Le Professeuwr DURCHON qui me gait £'honneur
de présiden Le Juny de cette Thése. C'est sous sa haute compétence sclentifdi-
que. que {'al falt mes premierns pas dans La recherche. 1L n'a cessé ensuite de
s'intenessen a L'evolution de mon travadll. Ses consells judicleux ont contri-
bu¢ a améfiorer La prisentation de ce mémoire. Qu'il veuille bien trouver Lcik
L'expression de mon profond respect et de ma vive reconnatlssance.

Qu' il me s04it permis de temodgner mon admiration et mon
respectueux attachement a Monsieun Le Professeurn BARRY @ qui je dods d'avoin
pu entreprendne et développen ce travail. Sa haute compétence en matiere de
newwendocrinologie, son esprdt intudltif, sa constante disponibiliteé et 4ses
qualites humaines m'ont permis de mener a bien mes necherches. Qu'il sache com-
bien La conflance qu'il m'a ftoujouns accondée et L'enthousiasme qu'il a su
sans cesse me communiquer m'ont aldée dans ma téche. Je sudls fLere de compten
paumi ses eLeves. Son exemple restera pour mod un stimulant pouwr La poursulte
de ma cariere. Qu'il s0it assund de ma profonde reconnalssance.

12 m'est particuwliernement agrniable de remercier Monsieurn Le
Professeur RAULTEU qui m'a fait Le grand honneun d'accepten de jugen cette
These malghe ses tnes Roundes taches. Ses impontants nésultats sclentifiques
concernant Les ﬁécepteu&é des steroldes ont contrnibué a L'orndlentation de ce
travail., Je Le prie d'acceptern L'assurance de mon admiration et L'exphession
de ma hespectueuse considération.

Monsieun Le Professeur DROZ m'a fait £'honnewr de parrainen
mes nechenches des mon entrnée a £'I.N.S.E.R.M. et de fugen ce trhavail en
acceptant de participer a mon Jury de These. 1L m'a fait benégicié de 4ses
ghandes connaissances en matierne de techniques radioautographiques. L'appul que
{'al toufourns thouvé auprds de Lul, Les consedls et Les encouragements qu'il
m'a prodigués m'ont éte parnticulienement précleux. Qu'Ll me permette de Lul
témodignen ma sincére et nespectueuse reconnaissance.



Je tiens a remencien Monsieur KORDON, Maitre de Recherche
au C.N.R.S., qui m'a fait £'honnewr de 4'inténessen a mes recherches et d'en
examinen Les nésultats. Sa ghande compétence en newroendocrinofogie me rend
son fugement impontant. Qu'il trouve Lol £'expression de ma vive gratitude.

J'adnesse mes sdincérnes nemercdlements a Monsieurn Le Profes-
seun ROUSSEAU qui a 188 almablement accepté d'examinern cette These. Ma satis-
faction serait grande 8'4L pouvalt trhouver dans ce trhavall quelque Anterit.

Je Re prie de croine a Loute ma reconnaissance.

Monsieun Le Professeuwr MILGROM a toufourns sulvd mes travaux
avec beaucoup de bienveillance. Ses conseils m'ont permis a maintes reprises
de mieux ondenten mes rechenches. Je Le prie d'accepiern mes remerciements Leb
pLus chaleureux pouwr son alde efficiente. Que cette Thése soit L'occasion de
Lul exprimesr ma reconnaissance.

Ou' il me 804t egalement permis de nemerciern ceux dont Les
conseils, Les encounagements de tous Les founs et La ghrande compréhension m'ont
ete panticulionement préeleux. Que mes parents trouvent dans cette These Le
temoignage muet de ma tnes profonde gratitude.



SOMMATIRE

INTRODUCTION ...... Ceteececarennaan ceeeseetseteeettarannaan .

PREMIERE PARTIE : MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE RADIOAUTO-
GRAPHIQUE POUR LA DETECTION DES RECEPTEURS
DES HORMONES STEROIDES ... eeevseocanens

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES CONCERNANT LES RECEPTEURS ET LE ME-
CANISME D'ACTION DES HORMONES STEROIDES ..vetivececonscoesans

I - DEFINITION DU "RECEPTEUR" .......c.cceeeacens teeeecnee
II - MODELE CIASSIQUE DU MECANISME D'ACTION DES HORMONES
STEROIDES ...eceeeenn e ee e R T

MISE EN EVIDENCE PAR LA RADIOAUTOGRAPHIE DES RECEPTEURS DES
HORMONES STEROIDES ..vveeeveeceecnnnnss ceceeacaeseenn ceesean

I -~ PROBLEMES POSES ET OBJECTIFS ...ceveucensasscscansnns
II - LES DIFFERENTES ETAPES TECHNIQUES ....civeecocssnscss

1) Préparation du tracteur radiocactif et con~
gélation du spécimen contenant ce traceur .
2) Montage de l'émulsion pelliculable (techni-
que au stripping film) ...iciieeeneneacannn
3) Préparation des radioautographies .........
4) Exposition ..... c e eece bt e e e et es s anans
5) Développement et coloration ........vcecceee
6) Précautions & prendre et contrdles & effec-
tUBL ....icvevevenenn ce s eceana ceeesesesen

III - LIMITES DE LA TECHNIQUE DANS LA DETECTION DES RECEP-
TEURS DES STEROIDES EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE .......

IV - COMMENT DISTINGUER LA LIAISON SPECIFIQUE DE L'HORMONE
AUX RECEPTEURS ...t itierotenosocnecasososnsoscaanonances

1) La spécificité tissulaire ......... ceseenns
2) La spécificité hormonale .......... e eeaes
3) L'affinité €levée ....viitieirnnrceccnnonnnns
4) La capacité Limite ......eeeeeveeneennenas

DISCUSSION et CONCLUSION ....ceeveeroneaonoanas ceeeanenen e

W w gy

]

ol v L v B )

‘g

"U -

10

15
15
16
16
17
18
19
19

20

21

22

22
23
23
23

25



3
DEUXIEME PARTIE : FIXATION DE L'OESTRADIOL H AU NIVEAU DU
SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET DE L'HYPOPHYSE

CHEZ DIFFERENTS MAMMIFERES

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES ET OBJECTIFS ...ieeivetencrenosens

I ~ ROLE DE L'OESTRADIOL DANS LE CONTROLE NEUROENDOCRINE
DE LA FONCTION GONADOTROPE .....sceeeeecensaneccancnae

1) Chez la rate .......oa.. Ceseacess et aae s
2) Chez le singe rhésus femelle ..............

II - DIFFERENCES FONDAMENTALES DANS LES MECANISMES QUI
CONTROLENT LE MODE DE DECHARGE DE LA SECRETION DE LH

CHEZ CES ESPECES ....... ces e .ae

e 00 aa e

ITI -~ OBJECTIFS ..t ieieniritsecncrosonescscnssnsosnsnnnsns

RESULTATS ....ccieeceeen. ceeeesaresassenenean

3
I - FIXATION DE L'OESTRADIOL H CHEZ LA SOURIS FEMELLE ..

1) Systéme nerveux central ...

a) Télencéphale ............. e caeaetaaea
Jo W R 1= 271/
e) Aire préoptique, hypothalamus antérieur

d) Hypothalamus médio—basal ......eeeeevenenn

2) Hypophyse .......... Ceeeeen

s v e o0 e e

LRI B A A

e s e 0 o0 e e

e s 00

3
IT - FIXATION DE L'OESTRADIOL H CHEZ LE COBAYE FEMELLE ..

1) Systéme nerveux central ........csveveecenn

a) Télencéphale ..... e e .o
b) Septum ....viuueo... e et eeeas e,

PR A I IR

e s e 0 0 v

c) Aire préoptique, hypothalamus antérieur ...........cece..
d) Hypothalamus médio—DaSAL «...eeweeeeeninesneenraeennenenns

2) HypophysSe ...ceieiiaeincnn.

e o8 0 s e

3
II1I - FIXATION DE L'OESTRADIOL H CHEZ LE SINGE ECUREUIL

FEMELLE ...cttteveeeresccaonccasananns

1) Systéme nerveux central .........cceveee-on-

a) Téléncéphale .......cveeeun. e ieeeaiaaaas

b) Septum ....... ettt eecectaet et aean ‘e

e) Aire préoptique, hypothalamus antérieur .
d) Hypothalamus médio-basal ........ceeeuun.

o Lol IR v I v}

o

oI v B v B v

27

28

28

28
30

32

33

35

35

36

36
37
37
38

38
39
40
40
41
41
42

42

43

43

43
44
44
44



DISCUSSION .......... tedeeteceteseeasctencnnoann e secessnenne

11

ITI

v

VI

VII

NATURE DU PRODUIT RESPONSABLE DE LA REACTION RADIOAU-
TOGRAPHIQUE . ... vevrveecnorsaoosoooncosnocansnnos PP

DEMONSTRATION BIOCHIMIQUE DES RECEPTEURS DE L'OESTRA-
DIOL DANS LES REGIONS MARQUEES PAR RADIOAUTOGRAPHIE .

COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC CEUX OBTENUS CHEZ
D'AUTRES ESPECES .. iiivtensreronnsncacocaaanosnsosass

CONNEXIONS NEUROANATOMIQUES DES GROUPES CELLULAIRES
OESTROGENO-SENSIBLES ..euicecececnranncannnnns cesscsas

RELATIONS DES NEURONES OESTROGENO-~-SENSIBLES AVEC LES
NEURONES ELABORANT DES POLYPEPTIDES ......... cee e

RELATIONS DES NEURONES OESTROGENO-SENSIBLES AVEC LES
NEURONES AMINERGIQUES ...¢euiceeeeeoacss cecscsssersease

3
REGIONS FIXANT I 'OESTRADIOL H IMPLIQUEES DANS LE
CONTROLE DE L'OVULATION ET DE LA SECRETION GONADOTRO-

PE ...... teeereevecssstantatsseeveasnnaones ceessaasns

1) Sites de rétroaction des oestrogénes chez
1esS YONQGEUYS ...veciececcsosssossssssssonss

@) RELroaction NSGative ...u.ueeeeeeeeeeeennenn
b) RELroaction POSTELVE u.eeeuieeeneeenenanannnannnns

o) Au niveau cérébral .......... R,
) Au niveau hypophysaire .........c.eeeevenn.

2) Sites de rétroaction négative et positive
des oestrogénes chez les primates .........

CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE .....vieenecssconcocvanssns

45

46

46

48

50

52

55

57

59

59

59
60

60
62
63

65



TROISIEME PARTIE : FIXATION DE PROGESTAGENES 3H AU NIVEAU
DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL, DE L'HYPO-
PHYSE ET DU TRACTUS GENITAL CHEZ LE CO-
BAYE ET LE RAT FEMELLES .......c00... e

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES - PROBLEMES POSES ET OBJECTIFS

I - LES RECEPTEURS DE LA PROGESTERONE DANS LE TRACTUS GE-

NITAL DES RONGEURS

1) Démonstration biochimique de la présence de
récepteurs dans le tractus génital de diffé-

rents rongeursS .....eeceroscccenss

2) Variations dans la concentration des récep-

e s e .

teurs de la progestérone au cours du cycle
oestral et lors de l'implantation chez le

cobaye ..

-----

II - LES RECEPTEURS DE LA PROGESTERONE DANS LE SYSTEME

NERVEUX CENTRAL ET L'HYPOPHYSE DES RONGEURS

v e eos

EECEE I

1) Tentatives de mise en évidence des récepteurs
dans le systéme nerveux central et 1l'hypo-

physe .......

2) Découverte d'un composé de synthése, le
R5020 permettant la mise en évidence des
récepteurs de la progestérone ........ce..s

ITII - ACTION DE LA PROGESTERONE SUR LA SECRETION GONADOTRO-

PE L iiiiiiiintineennnns

1) Influence facilitante ...........
2} Influence inhibitrice .......u...

D I I R A I R A I N R R SR Y

IV - ACTION DE LA PROGESTERONE SUR LE COMPORTEMENT SEXUEL

1) Influence facilitante .......cvveeennens e

2) Influence inhibitrice

V - PROBLEMES POSES ET OBJECTIFS ....i.cecceen.

RESULTATS .......... e ceedeacastset st as st e s ceaaaneoeus

L R A I I I I AR SR BN

I - FIXATION AU NIVEAU DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET DE
L'HYPOPHYSE «iveucnocscnensnnas St e tsaecrtst et

1) Etude chez_le cobaye aprés injection de pro-

gestérone

H

67

68

68

68

69

70

70

72

73

73
74

75

75
76

77

81

81

81



a)

b)

a)

b)
e)

a)l

b)

a)

b)

Systéme nerveur Central «....oeieeeeeesaeeeeaannanenennan

0) AlYe PréopPtigUe .iieieeveneneeeoennnenannens
B) Hypothalamus médio~basal ......eveecoeeenns
HYDODAYSE vttt ittt ettt ettt etanananaaeaaanaaas
2) Etude chez le rat aprés injection de R5020
3
T T
Systeme nerveur centlal .....vieeeeeeeeeerenaeeannenanans
o) Régions du télencéphale et du septum .....
B) Aire PréOoPLigUE .uv.eeeereneeoseeoanennenns
Y) Hypothalamus .......eeeeenreennaaeennoenensa
HYpophyse .. veeueieieeeeennnnnn f e ettt heceec e,
Expériences de COMPELTLTON v.iviiiiiienernsnonancenananss
3 ) < <
a) R5020 "H et corticostérone non marquée
: 3
R) R5020 "H et progestérone non marquée ,.....
IT - FIXATION AU NIVEAU DU TRACTUS GENITAL ...vceeevueaees
1) Etude chez le cobaye ovariectomisé aprés
injection et _aprés incubation avec la pro-
gestérone = ceceas
EXperiences ©n DIVO ...t inientetaesonennaecansesoseanns
. s . . 3
a) Aprés injection de progestérone H ........
B) Expériences de compétition .......c.vecuie...
Expériences in vItro : INCUDALLONS «uuiueeeeeneeeenannnns
2) Etude chez le cobaye au cours du cycle_ oes-
tral aprés injection de progestérone H ..
Au cours du cycle oestral aprés injection de progestérone

Q) COYNEes ULEYINES ...vvveveeeeeennoasecannnns
B) BNAOCOL ..t iieeneeoenenenoncnnnsasusonns
B0 T =1 ' o e

Aprés injection de progestérone 3H 24 heures aprés 1'ova-
riectomie pratiquée entre les dioestrus I et IT .........

82

82
82

82

83
84
84
84
85

85
86

86
86

86

86

87

87
88

89

89

90

90
91
91

92



3) Etude chez le rat_ovariectomisé aprés in-

jection de R5020 "H (promégestone) ........

a) Aprés ingjection de R5020 3H et eetaeaas e
a) Utérus (cornes utérines et endocol) .......

£ T2 T 5 1 o

Y) Organe non cible ....civiiiieerecsnsnnncnns

b) Expériences de COMPELTLLON vuueieriaesssneresneanassannns

3 . - .
o) R5020 "H et corticostérone non marquée ....

g) R5020 3H et progestérone non marquée ......
DISCUSSION ¢ iveueeerieensneooensosscnascssssnanas ces e e ‘e

I - NATURE DU PRODUIT RESPONSABLE DE LA REACTION RADIOAU-

TOGRAPHIQUE 4 it ittt ueeesncaossaaesscassssnnsessannsscs
f . L 3

1) Aprés injection de progestérone H ........

2) Aprés injection de R5020 3H Ce et e anes

II - DISCUSSION DE NOS RESULTATS CONCERNANT LA DETECTION
RADIOAUTOGRAPHIQUE DES RECEPTEURS DE LA PROGESTERONE

1) Au niveau du tractus génital ....... ceeeaas

a) Mise en évidence des récepteurs chez le cobaye et le rat
b) Variations quantitatives des récepteurs au cours du cycle
oestral chez 1e CODAYE «..vuuwenerianenenenanasnnsonnns

2) Au niveau du cerveau et de 1'hypophyse ....

a) Distribution des cellules cibles aux progestagénes BH ves
b) Comparaison engre la topographie des cellules fixant les
progestagénes “H et celles des cellules oestrogéno—sensi—

bles ..... Gt e e eeenveatesenencteatesarncraneeraennenenanan

III - ROLE DES REGIONS MARQUEES DANS LE CONTROLE DE L'OVULA-
TION ET DE LA DECHARGE GONADOTROPE .....cieecevecosnnes

IV - ROLE DES REGIONS MARQUEES DANS LA REGULATION DU COMPOR-
TEMENT SEXUEL ..t eeeeeecececceeocscsnsocoacsnsoscassaosns

CONCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE .....cceceveeeees ceeeerenn

92
94
94
94
94
96

96
96

97

97

97
98

99

99

99

i01

102

102

104

106

108

112



3
QUATRIEME PARTIE : FIXATION DE GLUCOCORTICOIDES H AU NIVEAU
DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET DE L'HYPO-

PHYSE CHEZ LE RAT MALE ..... oo ceeeene p. 115
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES - OBJECTIFS .....ccceeteeecnnncns .. P. 116
I - REGULATION DE LA SECRETION D'ACTH .......... cee e P. 116

IT - SITES EVENTUELS DE LA RETROACTION DES GLUCOCORTICOI-
DES ......... Geseeenn e neeceeeees e veeens... P, 118
IIT -~ OBJECTIFS ...t enieeeeecanonnnsnsnnnan G eeeeeeensess P.122
RESULTATS ..... ce e N ceecees e ceeee.. P. 124

3
I - FIXATION DE LA CORTICOSTERONE "H CHEZ LE RAT MALE .. P. 124

1) Systéme nerveux central : concentration de la
radiocactivité une heure aprés l'injection .... P. 124

a) Région olfactive ..... e teeeeaaa ettt ee.. P. 124
b) Septum ... e aeaaaaaaa e e teeaeeeseaseessea. PO 125
c) Formation Aippocampique .....ceveeeeeoo. e teeeeees... P 126
o) Hippocampe ou corne d'AMMON .........co. ... P. 126
B) Gyrus dentatus......... e teeeeses PL127
y) Subiculum hippocampique ............... eee... BPL127
d) Amygdale ........... e P ee... P. 128
) COPTOT v ie ettt it tininneencanaananannns Ceeeeeteaaen P, 128

) Thalamus, hypothalamus et teeeeceeaett e sessansasss P 128

2) Hypophyse : concentration de la radiocactivité

une heure aprés l'injection .........v.ev00e... P. 129
3) systéme nerveux central et hypophyse : concen-

tration de la radiocactivité en fonction du

temps entre l'injection et le sacrifice ...... P. 129

II - FIXATION DE LA DEXAMETHASONE 3H CHEZ LE RAT MALE ... P. 130

1) Systéme nerveux central .......... cieereesases P, 130
2) HYpophySe ..viveenievreencnnnnas e veeese.. P, 131
DISCUSSION ....ceevc-en ceteestevenceesesne et eecssesseseseaeaa. P, 132

I - NATURE DU PRODUIT RESPONSABLE DE LA REACTION RADIOAU-
TOGRAPHIQUE .....ccvvueennns ceevecaseescter et nnaas P, 133

1) Aprés injection de corticostérone 3H ceeeees .. P, 133

2) Aprés injection de dexaméthasone 3H ceeeesaa.. P, 133

IT - DISCUSSION ET COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC CEUX
OBTENUS DANS D'AUTRES ESPECES .4t ieeacecncscscenson P, 134



TI1 - DEMONSTRATION BIOCHIMIQUE ET PROPRIETES DES RECEPTEURS
DES GLUCOCORTICOIDES DANS LES REGIONS MARQUEES PAR
RADIOAUTOGRAPHIE .. vviueerereecenconeaccnococasnoss . o

1) Présence et propriétés des récepteurs dans
le cerveau et l'hypophyse ......ceceeeeeenes

2) Existe-t-il plusieurs populations de récep-
teurs des glucocorticoides dans 1'hypophyse

et le Cerveau ? ......ciiiiieniiannenoaanans
a) Cytosol de L'hypophyse .....ieeeeeeineeeeeanennn
b) Cytosol du cerveau .......eveeeoo. e ettt

IV - ROLE DES REGIONS MARQUEES PAR LES GLUCOCORTICOIDES 3H
DANS LES MECANISMES DE REGULATION DE L'AXE HYPOPHYSE-
SURRENALE ... eiivtncercocecotsascossonssncnscnosaconnsescs

1) RéEgions cérébrales ......... ceetseerseasaas
2) HypophysSe ......... ceenen chreeseeecer e

CONCLUSION DE LA QUATRIEME PARTIE .........cccc0.. cevseceaen

CONCLUSION GENERALE ..« +cc. .. cessen ceseecens Gecsesscaas ceaeas

BIBLIOGRAPHIE. ...vvvereeereonconannons cesesecesssscasesanne

135

135

136

137
13¢

140

140
143

145

148

156



LISTE DES ABREVIATIONS RETENUES DANS LE TEXTE

(d'autres abréviations rencontrées dans la littéra-

ture figurent entre parenthéses).

ACTH : hormone corticotrope ou corticotropine
LH : hormone lutéinisante ou lutropine
FSH : hormone folliculostimulante ou folliculotropine

ou follitropine

Gn RH : stimulines des hormones gonadotropes
FSH et LH (= gonadotropin releasing hormones)
CRH : stimuline de la libération d'hormone corti-

cotrope ou corticolibérine (= CRF)

IH - RH : stimuline de 1'hormone lutéinisante

LH ou lulibérine (= LRF).



INTRODUCTION



BERTHOLD (1849) semble avoir été le premier a soup-
¢conner l'existence d'une sécrétion interne du testicule, responsable
du développement et de la fonction des organes génitaux, ainsi que de
1'apparition et du maintien du comportement sexuel. Il a montré en ef-
fet que la castration provoque chez le coq une atrophie du tractus gé-
nital et une diminution de l'activité sexuelle, cette derniére étant

corrigée par la réimplantation du testicule dans la cavité abdominale.

Nous savons actuellement que les hormones stéroides,
sécrétées par les gonades et par le cortex surrénal,sont des substances
trés actives susceptibles d'agir au niveau de "cibles"tissulaires mul-
tiples, notamment du systéme nerveux central. Nous ne pouvons pas,
malgré son intérét, entrer ici dans le détail de 1'évolution historigue
des connaissances concernant ce sujet (conférer : BENOIT et ASSENMACHER,

1955 ; GIROD, 1968 ; BARRY, 1979Db).

La fonction gonadotrope de l'hypophyse est démon-
trée pour la premié&re fois par ASCHNER (1912) qui observe une atrophie
des gonades chez des chiens aprés hypophysectomie. Les gonadotropines
sont ensuite découvertes par ASCHHEIM et ZONDEK (1927), SMITH et
ENGLE (1927). La sécrétion des différentes hormones élaborées par le
lobe antérieur de 1'hypophyse (préhypophyse ou adénohypophyse) est

placée sous le contrdle du systéme nerveux central.



Des cellules neurosécrétrices hypothalamiques synthé-
tisent des neuropeptides”préhypophysiotropes". Ces neuropeptides sont
transportés a 1'adénohypophyse par le systéme porte hypophysaire. Ils
ont le pouvoir, soit d'augmenter 1'activité sécrétoire des différents
groupes cellulaires hypophysaires : ce sont les libérines (R F ou R H
"releasing factors" ou "releasing hormones"), soit de l'inhiber : ce
sont les statines (I F ou I H, "inhibiting factors" ou "inhibiting
hormones™) . Ces hormones peptidiques agissent principalement sur des
récepteurs spécifiques liés au systéme adénylcyclasique membranaire

des cellules adénohypophysaires.

La précision des actions exercées par les hormones
préhypophysaires sur leurs effecteurs spécifiques,qu'il s'agisse des
gonadotropines (FSH et LH) sur les glandes sexuelles ou de 1'ACTH sur
le cortex surrénal (pour ne citer que celles dont nous parlerons ici),
implique que le débit de leur sécrétion ne puisse pas étre laissé au
simple jeu du hasard mais exige un systéme de réqgulation précis. Com-
me tous les systémes de régulation, ceux qui contrdlent chacune des
sécrétions préhypophysaires ont pour effet de moduler l'activité fonc-
tionnelle des organes cibles et de 1l'intégrer dans l'ensemble des di-
verses manifestations métaboliques caractéristiques de la vie d'une

espéce.

D'une maniére générale, on considére que la sécré-
tion d'une hormone hypophysaire est en équilibre avec celle de la cel-
lule cible. La régulation devient alors automatigque : & toute variation
de la sécrétion d'une hormone préhypophysaire répond une variation de
la sécrétion hormonale de la glande cible. Ce mécanisme, actuellement
reconnu comme €tant a4 la base des régulations des hormones préhypophy-
saires a €té désigné par HOSKINS (1949) sous le nom de "feedback" qui

signifie rétroaction ou rétrocontrdle. Ce rétrocontrdle est dit négatif

lorsque l'effet s'oppose & la cause qui lui a donné naissance ou la

diminue. Ce mécanisme est véritablement régulateur. Il existe



aussi des mécanismes de rétrocontrdle positif. Dans ce cas, l'effet
renforce la cause qui lui a donné naissance. Ce mécanisme n'est pas
régulateur mais au contraire il s'agit d'un systéme réguliérement ren-

forcateur auto-entretenu. C'est un tel type de liaison qui existe en-

tre 1l'appareil hypothalamo-hypophysaire et les glandes cibles sur

lesquelles agissent les hormones préhypophysaires.

Cette régulation proceéde d'informations recues au
niveau des structures hypothalamiques et extra-hypothalamiques. Celles-
ci tiennent sous leur dépendance les éléments neuroglandulaires hypo-
thalamiques capables d'élaborer les neuropeptides ("gonadotropin releasing
hormones” ou Gn RH) qui réglent la libération (et peut-étre aussi la
synthése) des gonadotropines. Parmi ces informations, celles qui pro-
viennent des glandes endocrines distales au moyen des rétroactions hor-
monales sont particuliérement importantes. Ainsi, la principale action
de l'oestradiol et a un degré moindre celle de la progestérone dans le
systéme nerveux central semblent &tre la régulation de la sécrétion go-

nadotrope préhypophysaire.

En 1932, HOHLWEG et JUNKMANN postulent l'‘existence

d'un "sex center" dans le cerveau contrdlant les fonctions gonadotropes.

’ ’
FLERKO et SZENTAGOTHAI (1957) sont les premiers & montrer que l'implan-
tation de fragments ovariens dans l'aire hypothalamique antérieure
entraline une diminution du poids de l'utérus. Quant aux implantations

d'oestradiol dans 1l'hypothalamus médio-basal, elles :

- diminuent la taille du nucléole des neurones du noyau arqué (LISK
et NEWLON, 1963),

- empéchent 1'apparition des "cellules de castration” dans 1l'hypophyse
(LISk, 1963),

- réduisent la production des gonadotropines & en juger par l'atrophie

des gonades et du tractus génital (LISK, 1960, 1967).



De tels effets sur la sécrétion gonadotrope soulévent

le probléme des mécanismes par lesquels agissent les oestrogénes. En

1961, BARRACLOUGH et GORSKI distinguent un "sex center" rostral locali-
sé dans la région préoptique, contrdlant la sécrétion cyclique des go-
nadotropines chez la femelle et un centre caudal, localisé dans la ré-
gion hypothalamique ventro-médiane, responsable de la sécrétion tonique
des gonadotropines. La localisation exacte de ces centres reste & pré-

ciser.

De ce fait, établir la localisation des sites de

fixation des stéroides s'avérait étre d'une importance primordiale pour

la compréhension des mécanismes de contrdle des sécrétions préhypo-

physaires.

Dans le domaine de la biochimie, la découverte des
sites récepteurs intracellulaires des hormones stéroidiennes dans le
cerveau et les tissus cibles non nerveux est rendue possible par la
synthése au cours de ces vingt derniéres années de stéroides marqués
au tritium de haute activité spécifique. Les expériences de GLASCOCK
et HOEKSTRA (1959), de JENSEN et JACOBSON (1962), démontrent par des
techniques biochimiques, qu'aprés injection d'oestrogénes radioactifs,
certains organes cibles tels que l'utérus et 1l'hypophyse, sont capables
de concentrer sélectivement et de retenir 1l'hormone radioactive.
Ultérieurement les travaux effectués par les équipes de recherches de
JENSEN (JENSEN et coll. 1968), de BAULIEU (ALBERGA et BAULIEU, 1965 ;
BAULIEU et coll. 1967, 1971) de GORSKI (TOFT et GORSKI, 1966 ; GORSKI
et coll. 1968) établissent la nature protéique et la localisation intra-
cellulaire des récepteurs des oestrogénes qui sont les premiers récep-
teurs hormonaux & étre caractérisés. Des résultats semblables sont en-
suite établis pour d'autres hormones stéroides aussi bien sexuelles
(progestérone et testostérone) que corticosurrénaliennes (conférer :

RASPE, 1971).



Cependant, les techniques biochimigques, ne respec-
tant pas 1l'organisation tissulaire, ne permettent pas de détecter in
s1tu les récepteurs des stéroides dans les cellules cibles. La méthode
qui présente l'avantage de localiser des substances & l'intérieur des
cellules spécifiques en maintenant en place les structures biologiques,

est la radioautographie (conférer : LARRA et DROZ, 1970 ; DROZ, 1975 ;

ILEBLOND, 1976).

Avant d'examiner les sites d'impact des hormones
stéroides dans divers organes, il nous a fallu mettre au point au la-

boratoire une technique radiocautographique qui tienne compte des pro-

priétés physico-chimiques de ces traceurs que sont les stéroides tri-

tiés. Cette méthode est présentée dans la premiére partie de cette

thése.

Nous étudierons ensuite les sites de fixation de

stéroides sexuels femelles 3H impliqués dans le contrdle de la fonc-

. N 3., . L ~
tion gonadotrope et de glucocorticoides H impliqués dans le contréle

de la fonction corticotrope.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous décrirons

. - . . 3 . -
les sites de fixation de 1'oestradiol "H au niveau du systéme nerveux

central et de 1'hypophyse chez différents mammiféres.

Pans une troisiéme partie, nous examinerons la fixa-

tion de progestaaénes 3H (progestérone et R 5020) chez le cobaye et chez

le rat non seulement au niveau cérébral mais également au niveau du

tractus génital.

Enfin, la derniére partie de cette thése sera consa-

<o = s C e 3 . 5
crée a la localisation des glucocorticoides "H au niveau du systéme ner-

veux central et de 1l'hypophyse chez le rat.



Pour chaque partie, nous ferons un bref rappel
des connaissances qui consacrent 1'importance du réle de 1'hormone
considérée dans les organes étudiés. De ces données nous dégagerons
les objectifs qui ont fait l'objet de nos recherches puis nos résul-

tats personnels seront discutés.



PREMIERE PARTIE

MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE RADIO-
AUTOGRAPHIQUE POUR LA DETECTION DES
RECEPTEURS DES HORMONES STEROIDES



L'application de la radioautographie & la détection
des récepteurs des hormones stéroides pose des problémes techniques
particuliers. Avant de les exposer et de présenter‘la technique actuel-
lement utilisée, nous ferons un bref rappel de la définition et des
caractéristiques principales des stéroides ainsi que de leur mode

d'action.

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
CONCERNANT LES RECEPTEURS ET LE
MECANISME D ' ACTION DES HORMONES STEROIDES

Nous rappellerons, dans ce paragraphe, quelques
données essentielles (d'aprés les articles de synthése de : BAULIEU,
1974, 1976, 1978 a et b ; O'MALLEY et MEANS, 1974 ; O'MALLEY et SCHRADER,
1976 ; McCEWEN, 1976a; SCHWARTZ et Coll., 1977 ; SAEZ et BERTRAND, 1977),
qui nous ont permis d'aborder, avec plus de précision, la détection
des récepteurs des stéroides au moyen de la radioautographie. Certaines
précautions méthodologiques qui facilitent 1'interprétation et 1l'ana-

lyse des résultats obtenus seront considérées.

I - DEFINITION DU "RECEPTEUR"

Les hormones stéroides, élaborées par les glandes
endocrines,sont de petites molécules qui sont efficaces méme & de trés
faibles concentrations. Messagers chimiques, elles vont agir sur des
organes ou cellules cibles qui renferment "des récepteurs" pour 1'hor-
mone considérée., En fait, un récepteur est une cible moléculaire de

1'hormone. Il doit la reconnaitre et déclencher une réponse cellulaire

spécifique. Ainsi, les protéines plasmatiques de transport qui lient



les hormones de facon trés spécifique ne sont pas des récepteurs au
sens propre du terme.

L'existence de protéines intracellulaires, recon-
naissant spécifiquement les molécules hormonales,est démontrée dans
les cellules cibles. Ces mécanismes de reconnaissance impliquent des
sites de liaison, ou sites "réceptifs". La liaison de 1l'hormone méne
4 1'activation d'un site "exécutif” du récepteur qui interagit au
niveau d'un site "accepteur" cellulaire ol aura lieu l'expression
de l'action physiologique de 1'hormone considérée.

I1 a été démontré que 1l'administration d'un sté-
roide & un animal entralne une augmentation de la synthése A'ARN
dans les cellules cibles, suivie par une augmentation de la synthése
des protéines. Cependant, il n'a pas encore été exactement établi

comment les hormones activent un géne.

IT - MODELE CLASSIQUE DU MECANISME D'ACTION DES HORMONES STEROIDES

La connaissance du mécanisme d'action des hormones
stéroides a considérablement progressé grdce a la biologie moléculaire
et 4 1'utilisation de modéles simples tels que l'oviducte de poule.
Celui-ci permet d'étudier la régulation par les stérolides de la biosyn-~
thése d'une protéine du blanc d'oeuf:1l'ovalbumine. Bien que ce modéle
soit trés éloigné de celui des cellules cibles du systéme nerveux cen-
tral, il est vraisemblable que le mode d'action par lequel les stéroides
hormonaux stimulent leurs cibles soit trés similaire.

Résumons les différentes phases du mécanisme d'ac-

tion des hormones stéroides au niveau de l'oviducte du poulet (fig. 1) :



FIGURE 1

Schéma Adu mécanisme d'action des hormones stéroides dans 1l'oviducte

de poulet (d'aprés SCHWARTZ et Coll., 1977 , modifié).

PP : protéine plasmatique transporteuse - RA et RB : les 2 sous-
unités du récepteur cytosolique - S : stéroide - S' : métabolite

de: S.
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Le stéroide (S8) sécrété circule dans le plasma essentiellement 1ié
4 un systéme protéique transporteur (PP) (par exemple, dans le
sang humain, la transcortine pour le cortisol et la progestérone
et la protéine plasmatique S.B.P. ou "sex steroid binding plasma

protein"pour 1l'oestradiol et la testostérone).

T.e stéroide entre dans la cellule cible sous sa forme libre. Il
doit probahlement rentrer dans les cellules non cibles et en res-
sortir. Il semble traverser assez facilement la membrane cellulai-

re. Le processus de passage transmembranaire n'est pas encore

élucidé. pu fait de la solubilité lipidique des stéroides, on
considére actuellement qu'il s'effectue par "diffusion". Ce pas-
sage pourrait &tre facilité par la présence tout & fait hypothé-
tique d'une protéine membranaire transporteuse. Il a été récemment
observé que les stéroides pouvaient agir & la surface de certaines

cellules et conduire & des changements métaboliques sans interve-

nir au niveau nucléaire.

Dés son arrivée dans le cytoplasme, le stéroide est actif par lui-
méme ou peut subir un métabolisme hormonal. Les métabolites peu-

vent alors étre actifs.

La présence du récepteur cytosoluble spécifique caractérise la

cellule cible. Ce récepteur est différent de la protéine corres-
pondante du plasma. Il se trouve dans la fraction subcellulaire

que constitue le surnageant d'un homogénat de tissu ultracentri-
fugé a4 105 000 g pendant 90 minutes. Cette fraction, aparticulai-
re, définie comme une fraction cytosoluble est appelée "cytosol"

et contient les protéines solubles. Ces protéines sont de grosses
molécules polymériques et asymétriques. Trés instable, ce récep-
teur cytosoluhle préexiste & 1l'entrée du stéroide. Son ontogénése
et sa régulation sont encore mal connues. Sa forme "native" (4 a
8 g) réelle n'est pas parfaitement précisée car elle varie selon
les conditions d'extraction et de purification. Il s'agit certai-

nement d'une structure constituée d'un assemblage de sous-unités

(RA, RB : fig. 1).



<:) T.e stéroide ou son métaholite forme avec les sous-unités du ré-

cepteur un complexe relativement stable uni par des liaisons de

haute affinité.

pans les expériences 7n vitro, en milieux acellulaires, la
liaison récepteur cytosolique - stéroide s'effectue entre 0° et
37°C. La vitesse de réaction augmente en fonction de la tempéra-
ture et en fonction de la quantité présente de stéroide. La quan-
tité d'hormone liée croit avec le temps jusqu'ad saturation des
"sites” libres du récepteur, ou elle reste en plateau. La liaison
est stable & 0°C pendant un temps variable selon le récepteur et
le stéroide.

La formation du complexe est régie par la loi d'ac-
tion de masse. La vitesse d'association et celle de dissocia-
tion dépendent de la température, de la concentration en récep-
teur et en stéroide. La liaison est réversible : si l'on modifie
1'un des facteurs de la réaction d'équilibre, on peut renverser
la réaction jusqu'd un autre équilibre. Suivant le stéroide envi-
sagé, la constante d'association est de 1'ordre de 1010 M—l, ce
qui représente une trés forte affinité. Cette constante est plus
élevée que celle des protéines liantes du plasma,ce qui permet 1'oc-
cupation sélective des sites de liaison par un ligand en faible
concentration. Cette grande affinité implique aussi une trés len-
te dissociation des complexes non covalents formés,ce qui explique
la rétention tissulaire de 1l'hormone. Le nombre de sites de liai-
son est de 1l'ordre de 104 par cellule et peut varier entre 103

et 5.104 par cellule.

<:> L'hormone va induire un changement des propriétés du récepteur qui a
été appelé "activation acidophile". Celle-ci est thermo-dépendante
K);;20°C), elle semble consister en des modifications conforma-
tionnelles. Cette phase qui rend le complexe hormone-récepteur
capable d'interagir avec une série de polyanions et 1'ADN est

capitale et nécessaire dans le déroulement du processus.



(:) Ce complexe cytosolique activé ou "complexe néo-nucléaire"” migre

vers le noyau : c'est la translocation nucléaire.

(:) Dans le noyau, le complexe hormone-récepteur activé va interagir
avec des constituants de la chromatine au niveau d'un site appelé

"accepteur nucléaire" pour stimuler la transcription de certains

génes d'ADN en ARN messagers spécifiques (ARNm). Ce .site "accep-
teur” est constitué d'ADN et de protéines chromatiniennes non
histoniques. C'est ce complexe ternaire, entre stéroide, récep-
teur cytosolique activé et accepteur nucléaire qui constitue

"1'effecteur".

(:) La transcription est activée au niveau de certains génes qui codent

pour la formation 4'ARNm qui déterminent eux-mémes les synthéses

cellulaires caractéristiques de l'action hormonale.

D'aprés SCHWARTZ et Coll. (1977) (fig. 1) les deux
sous—-unités (A et B) du dimére récepteur de la progestérone lient une
molécule d'hormone. La sous-unité B ne se lie pas & 1'ADN seul mais aux
complexes ADN-protéine non histonique de la chromatine de 1l'oviducte
tandis que la sous-unité A se lie & 1'ADN seul mais peu a la chroma-
tine. Ces observations ont suggéré,d leurs auteurs, que la sous-unité
A pouvait étre la protéine régulatrice au niveau du géne tandis que la
sous-unité R déterminerait la localisation de la protéine A. Ainsi, en
1'absence du composant B, 1'élément A isolé devrait rencontrer des
difficultés & localiser les sites spécifiques (génes) au niveau des-
quels il intervient tandis que la sous-unité B seule serait totalement
inactive comparable & un stimulant transcriptionnel. En quelque sorte,
il y aurait initialement reconnaissance, par la sous-~unité B du ré-
cepteur, des sites gpécifiques de liaison pour A dans certaines ré-
gions de la chromatine. La sous-unité 2 du dimére serait active en
"déstabhilisant”" une portion 4'ADN rendant ainsi de nouveaux sites

disponibles a 1'ARN polymérase pour déclencher la synthése d'ARN.



Les ARNm spécifiques sont transférés dans le cytoplasme et
migrent vers le réticulum endoplasmique. Cette phase post-

transcriptionnelle va entrainer la synthése de protéines spé-

cifiques.
1a liaison, la translocation et 1l'attachement nucléaire se font

en quelques minutes.

Cet exposé du mécanisme commun d'action des sté-
roides hormonaux ne doit &tre considéré que comme un schéma général.
Chaque stéroide posséde en effet des particularités propres dans son

mode d'action.



MISE EN EVIDENCE PAR LA RADIOAUTOGRAPHIE

DES RECEPTEURS DES HORMONES STEROIDES.

I - PROBLEMES POSES ET OBJECTIFS

Les hormones stéroides sont classées dans le groupe
des composés dits "solubles" qui peuvent étre facilement perdus ou
déplacés au cours du traitement histologique et lors de 1l'application
de 1'émulsion photographigue. Toutes ces hormones dérivent du choles-
térol. Elles en conservent l'essentiel de la structure polycyclique
ainsi que les particularités lipophiles. De ce fait, 1l'utilisation de
solvants organiques (alcools, toluéne, ...) nécessairement employés lors
d'une inclusion des tissus dans la paraffine est exclue. De plus, la
réaction radioautographique des stéroides tritiés dans les tissus cibles
résulte de la liaison non covalente de 1'hormone marquée avec ses
macromolécules réceptrices. L'immobilisation de cette liaison doit
étre préservée en évitant le passage des tissus dans des milieux liqui-
des.

Au cours des années 1960 & 1970, diverses techniques
susceptibles de réduire l'extraction et la translocation de substances
diffusibles ont été proposées pour la microscopie photonique (FITZGERALD,
1961; FITZGERALD et Coll., 1961;STUMPF et ROTH, 1966,1967;STUMPF, 1971 d
et b;APPLETON, 1964, 1966, 1967, 1968) . A l‘'heure actuelle,deux méthodes
sont principalement employées pour étudier la localisation des récep-
teurs des stéroides. La premiére technique est basée sur 1l'emploi de
coupes congelées, lyophilisées, montées & sec sur des lames émulsionnées
séchées ("dry-mount" technique). La deuxiéme, qui est celle gue nous
employons, utilise des coupes congelées qui sont déposées sur des lames
émulsionnées séchées("thaw-mount”" technique). Ce dernier procédé a été
initialement décrit par APPLETON. Aprés quelques petites modifications,
nous l'avons mis au point dans notre laboratoire et adapté & notre

matériel.



II - LES DIFFERENTES ETAPES TECHNIQUES

La figure 2 résume les différentes é&étapes de la
technique radioautographique que nous utilisons (WAREMBOURG, 1976). Les

diverses manipulations décrites dans ce chapitre sont communes & l'en-

semble des expériences gue nous rapportons dans cette thése. Les dé-

tails sur le matériel utilisé et le protocole expérimental propres a

chaque type d'expérience sont précisés dans le chapitre spécifique.

1) Préparation du traceur radiocactif et congélation du

spécimen contenant ce traceur

Les stéroides marqués au tritium sont obtenus de
sources commerciales diverses (C.E.A., Saclay ; New England Nuclear
Corporation, Boston) dans une solution benzéne-&thanol (90 - 10). Les
formules structurales des différentes hormones tritiées utilisées au
cours de ce travail sont indiquées dans la figure 3. Le tritium pré-
sente le double avantage d'émettre un rayonnement de faible énergie et
de conférer & ces molécules une haute radiocactivité spécifique.

Nos expériences sont toujours programmées de fagon
4 utiliser les traceurs dans les quelques jours suivant leur réception
au laboratoire. Ainsi, la durée trés limitée du stockage évite une dé-
térioration du produit et une diminution de sa pureté.

Avant l'expérimentation, le stéroide marqué est mis
a sec par évaporation sous vide ou sous un courant lent et continu 4'
azote. Il est ensuite mis en solution dans du sérum physiologique addi-
tionné de 10 & 20 % d'éthanol. Cette préparation est injectée & l'ani-

mal par voie sous-cutanée. L'animal est tué par décapitation un certain

temps aprés l'injection ; ce temps est variable selon le type d'expé-
rimentation. Les organes sont alors disséqués,le plus rapidement possi-
ble, et découpés en piéces. Selon la grosseur de ces derniéres, deux
modes de congélation ont été utilisés au cours de nos différentes ex-

périences :



FIGURE 2

Les différentes étapes de la technique radioautographique pour

la détection de substances diffusibles en microscopie photonique.
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- Dans le cas ou les fragments d'organes prélevés
sont peu volumineux (jusqu'd 3 & 4 mm3) ils sont plongés pendant 30
sec. & 1 mn dans de l'isopentane refroidi ou dans du propane liquéfié
par l'azote liquide. L'isopentane est d'utilisation plus commode et
moins dangereuse que le propane. Etant donné la petite taille des
piéces, le danger de fragmentation des tissus est ainsi écarté. Avec
ce mode de congélation, les tissus peuvent étre stockés dans 1l'azote
liguide jusqu'au moment de leur utilisation. Les piéces sont ensuite
transférées et fixées sur le porte-objet du microtome du cryostat &

- 20°c.

~

- Lorsque les échantillons d'organes & étudier sont
de taille plus importante, ils sont congelés directement sur le porte-
objet du microtome du cryostat qui posséde une réfrigération rapide &
- 35°C. Une congélation plus lente empéche la fissuration du spécimen
mais ce dernier doit étre découpé rapidement. Du fait de la complexité
des structures de certains organes, en particulier 1'hypothalamus, il
est parfois préférable de ne pas les sectionner si l'on veut obtenir

des repéres anatomiques satisfaisants lors de 1l'observation.

2) Montage de l'émulsion pelliculable (technigue au

stripping film)

La pose de 1l'émulsion pelliculable se réalise en
chambre noire équipée d'un éclairage inactinique (filtre rouge, Wratten
n°® 2 Kodak), disposé a 1,25 m du.plan de travail. Le film est décollé
avec beaucoup de précautions de son support de verre, afin d'éviter
les chocs mécaniques et la production de décharges électrostatiques qui
entraineraient la formation d'artéfacts. La chambre noire doit étre &
une température ambiante située entre 16°C et 20°C et & un taux d'humi-

dité relative de 60 3 80 %.

NDes lames porte-objet parfaitement propres sont
préalablement gélatinées dans une solution & 0,5 % et séchées & 1'é-

tuve. Elles sont ensuite recouvertes d'une émulsion pelliculable



FIGURE 3

Formules structurales des stéroides utilisés dans ce travail.

Les chiffres indiquent les positions de marguage au tritium.
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Kodak AR 10. Ce film d'émulsion nucléaire est monté sur les lames selon
la méthode générale de flottaison sur l'eau (PELC, 1947) avec cependant
une particularité dans le cas de notre technique adaptée a la détection
des substances diffusibles. Cette modalité est la suivante : 1'émulsion
pelliculable mise au contact de l'eau distillée pendant environ deux
minutes est recueillie de fagon & ce que son support de gélatine soit
appliqué contre la lame, 1l'émulsion nucléaire se trouvant vers 1'exté-
rieur. Les lames ainsi émulsionnées sont mises & sécher & 1'abri de

la lumiére, en présence d'un dessicateur (anhydride phosphorique) sous
les conditions de température et d'humidité définies précédemment, pen-—
dant au moins 24 heures. Elles sont ensuite stockées au réfrigérateur

a 4°C dans des boites 4 rainures, noires, étanches (CLAYS-ADAMS) en

présence d'un dessicateur(P,0g).

3) Préparation des radioautographies

Des coupes de tissu congelé de 6 & 10 u d'épais-
seur ,frontales et sagittales dans le cas du cerveau, sont effectuées
au cryostat. Ce dernier est placé en chambre noire et est équipé a
1'extérieur d'une source lumineuse inactinique (lampe rouge : 15 watts).
Le cryostat gque nous utilisons est un W.K.F. 1150 (W.K.F. Brandau,
Allemagne) possédant des ouvertures latérales et une vitre stratifiée
antérieure avec dispositif de dégivrage. La température intérieure du
cryostat est maintenue entre - 18° et - 22°C. Les coupes sont recueillies
a 1l'aide d'un fin pinceau et sont déposées sur 1'émulsion nucléaire re-
couvrant les lames précédemment traitées et refroidies a 0°C. En géné-
ral, la différence de température permet une bonne adhérence de la cou-
pe au film AR 10. Si un léger réchauffement est nécessaire pour assu-
rer un meilleur contact entre la coupe et 1'émulsion nucléaire, il
peut s'effectuer par une rapide pression du doigt sous la lame a l'en-

droit ol la coupe a été déposée.



4) Exposition

Pour éviter une totale décongélation des coupes,
1'exposition des radiocautographies se fait au congélateur a - 18°C dans
des boites noires. Afin de maintenir 1'atmosphére séche au cours de
1l'exposition, un sachet contenant de 1'anhydride phosphorique est placé
dans la boite avant d'en assurer l'étanchéité avec un ruban adhésif.

La durée d'exposition est assez longue (de plusieurs semaines & quelques
mois). Elle est contrdlée en développant des lames tests & différents
intervalles de temps. L'agent dessicateur est renouvelé environ tous

les mois.

5) Développement et coloration

Avant le développement, les lames sont ramenées
quelques heures & la température ambiante pour permettre aux coupes
de mieux adhérer i l'émulsion. Une fixation histologique des coupes
est faite avant la révélation pendant 5 minutes, en chambre noire,
soit & 1'alcool méthylique, soit & l'alcool a 95° acétifié a 5 %.
Réhydratées pendant 5 minutes dans de l'eau distillée, les radiocau-
tographies sont ensuite développées dans du D 19 b (Kodak) pendant
4 minutes & 20°C. Puis elles sont lavées 30 secondes & l'eau distillée
et fixées au thiosulfate de sodium & 30 % pendant 6 minutes. Aprés un
ringage de 5 minutes & l'eau distillée, les coupes doivent étre immé-
diatement et rapidement colorées.,
lLa coloration au vert de méthyle-pyronine dans une solution tamponnée
{acétate de Na, acide acétique) & pH 4,2 pendant 20 minutes est utili-
sée. Les coupes sont ensuite déshydratées suivant la technique histo-
logique classique. Le dos de la lame peut alors étre facilement déba-
rassé, a4 l'aide 4d'un scalpel, de l'excés d'émulsion pelliculable. Les
radioautographies sont montées sous lamelle aprés un passage final des
coupes, dans un mélange constitué & parties égales de toluéne et de

milieu de montage (Eukitt).
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Les observations et photographies sont faites au

microscope photonique Zeiss (photomicroscope II).

6) Précautions a prendre et contrdles a effectuer

Ce procédé radioautographique peut &tre non seule-
ment employé pour la détection des stéroides mais également pour des

drogues ou autres substances diffusibles liées de facon non covalente.
Cependant, certaines limitations de la technique ainsi que les artéfacts
susceptibles de se produire doivent étre considérés en fonction du type
de produit utilisé.

Iors de la mise au point de la méthode, il est bon
de vérifier celle-ci & partir d'une substance diffusible dont on con-
nafit au préalable la localisation sur des sites définis ou dans des

compartiments cellulaires donnés.

Le maintien des tissus & basse température et en
atmosphére séche sont les points essentiels pour préserver les molé-
cules de leur site d'origine. Si les sections sont soumises & des
taux d'humidité élevés, non seulement la diffusion du traceur, mais

aussi 1l'autolyse des constituants tissulaires peuvent se produire.

Le tissu n'étant pas dénaturé par les fixateurs,
beaucoup d'enzymes sont encore actives. L'application de sections
congelées, non fixées, sur le film peut entrainer une interaction
chimique entre 1l'émulsion et les tissus. Cette interaction est une
réaction de chémographie positive. Bien que de courte durée, elle
donne lieu & la formation d'images latentes. Inversement, des dis-
paritions d'images latentes peuvent se produire. Ces réactions de
chémographie négative apparaissent soit par suite d'une interaction
entre 1'émulsion et les tissus, soit aprés une exposition prolongée
des radioautographies en atmosphére humide. Ces deux sortes d'arté-

facts peuvent étre identifiées par examen de lames contréles.



- Pour détecter des artéfacts de chémographie
positive, des coupes provenant de spécimens identiques & ceux des
lames expérimentales, soumises au méme traitement mais non radioacti-

ves, sont déposées sur 1l'émulsion nucléaire.

- Pour les artéfacts résultant d'une réaction de
chémographie négative, des coupes radiocactives sont appliquées sur

des lames émulsionnées a la lumiére blanche.

ROGERS et JOHN (1969) ont considéré toute une série
de facteurs qui, & chaque étape de la technique, peuvent provoquer des
artéfacts. Ils ont également procédé a des estimations quantitatives
sur la perte d'images latentes. Nous ne détaillerons pas, dans ce
travail, les résultats obtenus par ces auteurs. Néanmoins, nous en
avons tenu compte, lors de la mise au point de la technique dans notre
laboratoire, afin de minimiser l'interaction chimique entre spécimen
et émulsion et de travailler dans les meilleures conditions expérimen-

tales.

IIT - LIMITES DE LA TECHNIQUE DANS LA DETECTION DES RECEPTEURS DES

La technique radioautographique permet la détection
des cellules cibles des stéroides. Aussi, dans 1'exposé de nos résultats,
nous employerons beaucoup plus fréquemment les expressions "organes
ou cellules cibles" que le mot "récepteurs" qui en terme biochimique

est défini au niveau moléculaire.

Au cours de nos expériences, le traceur est injecté

par voie sous-cutanée aux animaux chez qui, la source d'hormone endo-

géne est le plus souvent éliminée. Si l'hormone injectée est 1l'oestra-
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diol ou un progestagéne, l'animal sera ovariectomisé ; si le traceur

est un glucocorticoide, il sera surrénalectomisé.

La présence des récepteurs des stérolides est
caractérisée 7n vivo par la rétention prolongée de 1'hormone dans
l'organe cible et la pénétration du complexe stéroide-récepteur a
1'intérieur du noyau cellulaire (voir page 13). Cette pénétration
est visible par radiocautographie puisque le marquage observé est le plus

souvent nucléaire, (fig. 4).

D'aprés les données rapportées précédemment
on peut en déduire que, sur les radioautographies,le traceur peut se
trouver sous des formes différentes. La radioactivité, visualisée par

les grains d'argent, peut correspondre soit :

de l'hormone liée spécifiquement aux récepteurs des stéroides,

I
r

de 1'hormone libre, non liée, dans le cytoplasme cellulaire,

I
ur

!
s

de l'hormone liée non spécifiquement aux membranes ou a des orga-

nites cellulaires.

IV - COMMENT DISTINGUER LA LIAISON SPECIFIQUE DE L'HORMONE AUX

-~ — e ey e e

Pour pouvoir distinguer la liaison hormonale de type
spécifique et conclure a la présence de récepteurs dans les cellules
marquées, il est important d'examiner la spécificité de la liaison
selon les quatre critéres définis au cours d'études biochimiques.
Ceux-ci sont la double spécificité hormonale et tissulaire, l'affinité
€levée et la faible capacité. Pour cela, des expériences "contrdles"
doivent étre effectuées en parallé&le avec les expériences de mise en

évidence des récepteurs.

1) 1.a spécificité tissulaire

On ne peut pas s'attendre & trouver de liaison

spécifique dans les organes qui ne sont pas classés comme "organes



FIGURE 4

Cellules marquées au niveau nucléaire de l'aire préoptique

aprés injection d'oestradiol 3H (G. X 3600).
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AN

cibles". Pour s'assurer de la spécificité tissulaire, il faudra exa-
miner & la fois un organe cible et un organe non cible chez un animal
ayant recu le stéroide radioactif. Ceci n'empéche pas que les organes
non cibles puissent manifester quelque réponse aux hormones. Cette
action pourrait ne pas étre mise en évidence par-  la technique radio-
autographique, peut étre parce que la concentration des protéines
de liaison est trop faible pour étre détectée ou peut étre parce que
le mécanisme d'action différe de celui qui est en jeu au niveau des

organes cibles.

2) La spécificité hormonale

Pour vérifier la spécificité de 1l'interaction d'un
stéroide donné avec son récepteur, on réalise des expériences dans
lesquelles le traceur est injecté simultanément avec un excés 4d'un
autre stéroide non radiocactif n'ayant aucune affinité pour le récep-
teur du traceur. Si le stéroide non radioactif n'entre pas en compé-
tition avec l'hormone donnée, il ne doit pas modifier sa liaison avec
ses sites récepteurs. Dans ces conditions, la radioactivité ne sera
pas déplacée et les images de marquage seront les mémes que celles

obtenues avec le traceur seul.

3) L'affinité élevée

Cette caractéristique ne peut pas étre vérifiée
avec la technique radiocautographique. Pour rester intact, le complexe

stérolde-protéine nécessite que 1l'on travaille & basse température.

4) La capacité limitée

La liaison est saturable : sa capacité est limitée
au nombre de sites libres du récepteur. Dans cette perspective, on

effectue des expériences dans lesquelles le traceur est injecté simul-



tanément avec un excés de la méme hormone non radioactive. Dans ce
cas, les sites de liaison qui sont, en nombre limité, "saturables",
seront occupés en grande partie par l'hormone non radioactive tandis
que le traceur lié aux sites non spécifiques ne sera pas "déplacé".
En effet, ces sites non spécifiques (n'ayant qu'une activité rela-
tivement faible pour les différents stéroides qu'ils peuvent lier)
ont souvent une capacité trés grande qui ne permet pas la saturation.
En comparant les images obtenues en présence et en absence d'un excés

d'hormone froide, on pourra distinguer :

- la radioactivité déplacée par l'hormone non radioactive qui corres-
pond & la fixation hormonale spécifique, et
- la radioactivité non déplagable qui appartient au stéroide fixé non

spécifiquement et au stéroide libre.
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DISCUSSION et CONCLUSTION

TI.a technigue gque nous utilisons exclut les principales
sources d'artéfacts de diffusion, puisqu'aucun solvant n'est utilisé.
De plus, une bonne préservation morphologique des structures est res-
pectée dans les sections de tissus non inclus mais préparées et main-
tenues a basse température et sous certaines conditions d'humidité. La
translocation et l'extraction de substances diffusibles sont évitées
par montage direct des sections congelées sur 1'émulsion photographi-
que séche. Cependant, la validité de la détection radiocautographique

impose au'un certain nombre de conditions soient remplies.

Cette technique radioautographique, décrite pour la micros-
copie photonique, permet de déceler la présence de récepteurs des sté-
roides hormonaux dans des cellules en respectant 1l'organisation tissu-
laire des organes cibles. Cela est un avantage sur la plupart des
techniques biochimiques qui ne tiennent pas compte de la complexité
structurale des organes et des cellules. L'organe cible renferme une
population cellulaire hétérogéne aussi bien sur le plan anatomique
(origine et morphologie) que sur le plan physiologique. Par exemple,
l'utérus et le cerveau, qui sont parmi les organes étudiés dans ce
travail, exercent des fonctions différentes et sont constitués d'une
variété de types cellulaires. L'utérus est composé de cellules épithé-
liales, conjonctives, musculaires tandis que le cerveau contient des
cellules nerveuses, gliales, épendymaires. La radioautographie peut
révéler dans ces tissus l'existence de récepteurs au niveau d'un type
cellulaire ou dans des cellules individuelles. En maintenant en place
les structures biologiques, elle apporte des informations sur la loca-
lisation anatomique des cellules cibles au sein de 1'organe considéré.
L'intérét de cette méthode radiocautographique est également de pouvoir
visualier les récepteurs chez l'animal aprés 1'injection de 1'hormone

marguée. Dans ces conditions, les résultats sont plus en rapport avec
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la réalité physiologique. Les méthodes biochimiques permettent, lors-
que des tissus sont soumis & 1'homogénéisation, d'isoler des fractions
cellulaires a partir desquelles on peut obtenir des constituants plus
ou moins purifiés. Dans 1l'étude méthodologique de la liaison‘des sté-
roides a des protéines réceptrices,l'hormone marquée est ajoutée a
des‘fractions cellulaires, homogénats ou incubée avec 1l'organe cible
ou un morceau d'organe cible. ILes résultats obtenus dans ces condi-

tions expérimentales ne peuvent pas toujours s'appliquer directement

4 ce qui se passe 7n vVivo.

La radioautographie, par contre, ne met pas en évidence la
nature du produit détecté et il ne faut pas oublier que le traceur
peut étre métabolisé. D'ou 1'intérét, lorsque ceci est possible, d'as-

socier les techniques biochimiques et la technique radiocautographique.



DEUXIEME PARTIE

FIXATION DE L'OESTRADIOL 3H AU NIVEAU DU
SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET DE L'HYPOPHYSE
CHEZ DIFFERENTS MAMMIFERES
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES ET OBJECTIFS

Les données bibliographiques se rapportant aux
interactions entre les hormones gonadiques et gonadotropes qui gouver-
nent la rythmicité ovarienne chez les mammiféres ont été abondantes
ces derniéres années. De ces données, se dégage le rOle joué par
l'cestradiol au niveau du systéme nerveux central et de 1'hypophyse
en tant que modulateur spécifique et important de la sécrétion gonado-

trope.

I - ROLE DE L'OESTRADIOL DANS LE CONTROLE NEUROENDOCRINE DE LA

1) Chez la rate

Du fait de son cycle oestral court (4 & 5 jours),
la rate est 1'animal de choix pour 1'étude des mécanismes de régulation
de la sécrétion gonadotrope. Au cours du cycle, cette sécrétion se tra-
duit, dans le sérum, par un taux relativement bas mais constant de LH
(sécrétion tonique) interrompu 1'aprés-midi du prooestrus par une dé-
charge cyclique de LH qui provoque l'ovulation (GAY et Coll., 1970).
Cette libération préovulatoire est réglée par un signal nerveux qui
déclenche une augmentation de LH-RH dans la circulation porte hypophy-
saire (SARKAR et Coll., 1976). Chez la rate, l'oestradiol est consi-
déré comme le régulateur ovarien principal du contrdle de la sécrétion

a la fois tonique et cyclique de LH.

L'ovariectomie provogque une rapide élévation plasma-
tique de TH et également de FSH, qui est inhibée par l'administration
chronique de fortes doses d'oestradiol (LEGAN et Coll., 1973 ; RAMIREZ

et McCANN , 1963). Cette hormone entraine une diminution du taux plas-
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matique de TLH lors d'une augmentation de ce dernier en réponse au LH-
RH (FERLAND et Coll., 1976). De ce fait, les oestrogénes exercent un
effet inhibiteur sur la sécrétion de la neurohormone au niveau hypo-

thalamique.

Si les oestrogénes semblent principalement avoir
une influence inhibitrice, il est évident qu'ils peuvent également avoir
des effets stimulants sur la sécrétion de LH et de FSH au niveau de l'axe

hypothalamo-hypophysaire. Cela est prouvé par :

- 1'induction d'une cession de LH dans les heures qui suivent l1l'injec-
tion de benzoate d'oestradiol & des rates ovariectomisées (BALDWIN
et Coll., 1974},

- le déclenchement d'une décharge préovulatoire de LH et l'avancement
de 1l'ovulation lors de l'injection d'oestrogénes & des stades pré-
coces du cycle oestral (EVERETT, 1948),

- 1'abolition de la sécrétion préovulatoire de LH en prooestrus aprés
administration d'un sérum anti~oestrogénique (JEWELEWICZ et Coll.,

1974) .

Les expériences effectuées 7n vitro et im vivo ménent aux conclusions
suivantes : au niveau hypothalamique, 1l'effet des oestrogénes sur la
sécrétion de LH-RH peut étre stimulant ou inhibiteur en fonction de
la dose et du moment de l'administration du stéroide tandis que, au
niveau hypophysaire, leur effet est stimulant a la fois sur la produc-

tion de LH et de FSH.

De nombreux chercheurs ont essayé de déterminer les

sites anatomiques de la rétroaction positive de l'oestradiol & l'aide :

- de lésions hypothalamiques (CLEMENS et Coll., 1976 ; GRAY et Coll.,
1978) ,

- d'implantations locales d'oestrogénes (DOCKE et DORNER, 1965 ;
PALKA et Coll., 1966 ; SMITH et DAVIDSON, 1974 ; TERASAWA et
KAWAKAMI, 1974 ; KALRA et McCANN, 1975 ; GOODMAN, 1978),

- ou d'anti-oestrogénes dans 1'hypothalamus ou l'hypophyse (BRAINBRIDGE
et LABHSETVAR, 1971 ; BILLIARD et McDONALD, 1973).
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Les résultats de ces expériences sont contradictoires et 1l'interpré-
tation en est rendue difficile par le fait que les stéroides, implan-
tés dans des régions hypothalamiques proches de la zone de contact
neurovasculaire de l'éminence médiane, peuvent atteindre la préhypophy-

se par la circulation porte (BOGDANOVE, 1963 ; PALKA et Coll., 1966).

Certains auteurs concluent a une rétroaction po-

sitive de l'oestradiol au niveau de 1'hypothalamus médio-basal (PALKA

et Coll., 1966 ; BILLARD et McDONALD, 1973) ; d'autres, & un effet

au niveau hypophysaire (DOCKE et DORNER, 1965 ; SMITH et DAVIDSON,

1974 ; TERASAWA et KAWAKAMI, 1974). Plus récemment, GOODMAN (1978),

GRAY et Coll., (1978), prouvent que l'aire préoptique est le siége

du "feedback" positif des oestrogénes.

2) Chez le singe rhésus femelle

Ces derniéres années, le rdle des stéroides ovariens
dans le rétrocontrdle de la sécrétion gonadotrope chez le singe rhésus,
a attiré l'attention de plusieurs auteurs (KNOBIL, 1974 ; KNOBRIL et
Coll., 1972). Durant le cycle menstruel (de 28 & 36 jours) du singe
rhésus, les taux de gonadotropines circulantes (LH et FSH) peuvent
étre considérés comme étant le résultat d'une sécrétion tonique inter-
rompue, une fois tous les 28 jours en moyenne, par une décharge cycli-
que de ces hormones. Cette derniére est suivie 36 heures plus tard par
1'ovulation (MONROE et Coll., 1970 ; WEICK et Coll., 1973). Ces modes
de sécrétion ressemblent étroitement & ceux mis en évidence chez la
femme (ROSS et Coll., 1970). Ils sont contrdlés apparemment par des
rétroactions négative et positive de l'oestradiol impliquant deux

composants principaux : l'ovaire et le systéme médio-basal hypothala-

mo-hypophysaire.

I'ovariectomie conduit & une augmentation du niveau
plasmatique des gonadotropines (ATKINSON et Coll., 1970). Cette éléva-

tion se traduit par des décharges pulsatiles (fréquence d'une par
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heure approximativement) de LH et de FSH (DIERSCHKE et Coll., 1870 ;
KREY et Coll., 1975). Chez des singes ovariectomisés, KARSCH et Coll.
(1973¢c) procédent & des implantations sous-cutanées d'oestradiol, a

une dose permettant d'obtenir des concentrations en oestrogénes cir-
culants identiques & celles observées en phase folliculaire précoce du
cycle menstruel. Dans ces conditions, les taux moyens de gonadotropines
caractéristiques de cette phase du cycle sont rétablis. Ces observa-
tions permettent & KARSCH et Coll. (1973c) de conclure que l'oestradiol

est le principal composant ovarien de la rétroaction négative qui gou-

verne la sécrétion gonadotrope tonique.

La libération gonadotrope périodique est la consé-
quence d'une rétroaction positive de ce méme stéroide quand sa concen-
tration dans le sérum dépasse un seuil bien défini et reste élevée pen-
dant 36 heures. Les taux d'hormones gonadotropes existants durant le
cycle menstruel peuvent étre rétablis expérimentalement chez des singes
ovariectomisés, déjad soumis & des concentrations constantes d'oestradiol
par implantation de capsules d'oestrogénes. Il suffit pour cela de
provoquer, par une injection d'oestradiol, une augmentation de cette
hormone dans le sérum. Les taux de LH et de FSH au cours du cycle mens-
truel sont contrdlés par la sécrétion ovarienne cyclique d'oestrogéne
et 1l'ovaire peut étre considéré comme "1l'horloge biologique" dans le
déclenchement de l'ovulation chez le singe rhésus (KARSCH et Coll.,

1973a).

Les mécanismes de "feedback" de 1l'cestradiol sur

la sécrétion gonadotrope peuvent intervenir soit :

- au niveau de 1'hypothalamus médio-basal en contrélant la décharge de

I.JH""RH r

- au niveau de 1'adénohypophyse en modulant la réponse des cellules go-

nadotropes & la stimulation hypophysiotrope,

-~ au niveau des deux régions & la fois (KNOBIL et PLANT, 1978).

FERIN et Coll. (1974) observent que la libération pulsatile de LH chez

les singes ovariectomisés est inhibée par la microinjection d'oestradiol



dans différentes régions de l'hypothalamus. Cependant, ces mémes au-
teurs (CARMEL et Coll., 1976) reportent plus tard que de simples injec-
tions intraveineuses d'oestradiol n'altérent par les niveaux immuno-
réactifs de LH-RH dans le sang porte hypophysaire. NEILIL et .Coll.,
(1977) suggérent que l'action de "feedback" positif de 1l'oestradiol
comme son effet inhibiteur sont exercés principalement au niveau céré-

bral.

Le contrdle de la sécrétion de LH apparait similaire
chez le rat et le singe en ce sens qu'une élévation préalable d'cestra-
diol circulant constitue le déclencheur ovarien requis pour sa libéra-
tion cyclique préovulatoire. Cependant, des différences frappantes sur-
gissent entre les mécanismes neuroendocrines qui gouvernent le cycle
ovarien des rongeurs et ceux qui régissent le cycle menstruel des pri-

mates supérieurs.

- Premiérement, chez ces animaux ovariectomisés soumis a des taux cons-
tants d'oestradiol circulant, la décharge de ILH en réponse & une
seule injection de benzoate d'oestradiol se manifestera différemment.
Chez le rat, la cession de LH se produira de facon répétitive (une
par heure) ; chez le singe au contraire, elle sera unique telle une

réponse & un stimulus (CALIGARIS et Coll., 197la;NEILL, 1972 ;
KNOBIL, 1974 ; LEGAN et Coll., 1975 ; LEGAN et KARSCH, 1975).

-~

- Deuxiémement, chez le rat le mécanisme est couplé & un rythme
nycthéméral (lumiére-obhscurité). Celui-ci est susceptible d'étre
bloqué par une anesthésie au pentobarbital, phénoméne jamais obser-
vé chez le singe (EVERETT et SAWYER, 1950 ; SCHWARTZ , 1969 ;

DAANE et PARLOW, 1971 ; KARSCH et Coll., 1973b; WEICK et Coll., 1973 ;
KNOBIL, 1974 ; LEGAN et KARSCH, 1975).



- Troisiémement, la rétroaction positive de l'oestradiol, qui induit
la libération de LH, requiert chez les rongeurs des connexions affé-
rentes intactes & 1'hypothalamus médio-basal. Cela suggére gue d'au-
tres régions du cerveau doivent jouer un réle indispensable dans le
contrdle de cette sécrétion (HALASZ et GORSKI, 1967 ; KOVES et
HALASZ, 1970 ; BLAKE et Coll., 1972 ; NEILL, 1972). Chez le singe rhé-
sus, le mécanisme neuroendocrine provoquant la cession de LH appa-
rait étre situé & 1l'intérieur de l'hypothalamus médio-basal et de

1'hypophyse (KREY et Coll., 1975 ; HESS et Coll., 1977 ; FERIN et
Coll., 1977, 1979).

Ces données résument les actions de "feedback" de
1l'oestradiol chez deux mammiféres représentatifs : le rat et le singe.
Elles permettent de dégager les objectifs de nos recherches exposées
dans cette deuxiéme partie et d'aborder certains points dans la discus-
sion de nos propres résultats,obtenus chez d'autres espéces. Les con-
clusions des travaux cités serviront, en partie, de référence lorsque
nous envisagerons le rdle éventuel des régions fixant l'oestradiol 3H

dans le contrdle de la sécrétion gonadotrope.

IIT - OBJECTIFS

Bien que certains effets des oestrogénes sur la dé-
charge des gonadotropines fussent connus au moment ol nous commencions
nos recherches, leurs sites d'action demeuraient trés controversés.

Notre premier objectif a &té de rechercher par radioautographie les

sites de fixation de l'oestradiol 3H aux niveaux cérébral et hypophy-

saire chez la souris ovariectomisée (WAREMBOURG, 1970a et b, 1971,

1977a) . Puis, il nous a semhlé intéressant d'effectuer cette méme re-
cherche chez le cobaye (WAREMBOURG, 1977 b) afin de voir si & 1'inté-
rieur de l'ordre des rongeurs pouvaient apparaitre des différences in-
terspécifiques dans la distribution des cellules oestrogéno-sensibles.

Nos résultats peuvent également étre confrontés & ceux obtenus chez le
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rat pendant la méme période par Ad'autres auteurs (STUMPF, 1968

’

PFAFF et KEINER, 1973).

L'examen de la bibliographie montre gue les mécanis-
mes neuroendocrines intéressant 1'axe gonadotrope différent sur cer-
tains points entre le rat et le singe (paragraphe précédent). Cela
justifie 1'étude radiocautographique que nous avons menée ensuite chez

le singe écureuil (WAREMBOURG, 1977c). Notre objectif était de déceler

entre rongeurs et primates d'éventuelles différences topographigues

dans la distribution des cellules fixant 1l'oestradiol 3H.
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RESULTATS

. 3
I - FIXATION DE L'OESTRADIOL "H CHEZ LA SOURIS FEMELLE

L'expérimentation porte sur quinze souris albinos
femelles maturés ovariectomisées 2 4 3 semaines avant 1'injection du
traceur. L'ovariectomie a pour but d'éliminer la source de 1l'hormone
endogéne et d'éviter ainsi une saturation des récepteurs avec 1l'hor-
mone exogéne. Les animaux regoivent une injection de 70 uci de 17 8-
oestradiol 3H—6,7 (activité spécifique:40 Ci/m Mole). Ils sont ensuite
sacrifiés par décapitation 1 h 30 ou 2 h aprés l'injection. La techni~
que radioautographique (exposée dans la premiére partie) est appliquée
sur les cerveaux rapidement prélevés et congelés. La durée d'exposition
des radioautographies est de 2 & 3 mois.

Les comptages de grains reportés dans cette étude, ont été effectués,
exceptionnellement, avec le Micro-vidéomat 2 (Zeiss) lors d'une démons-
tration de l'appareil. Les schémas et 1l'identification des structures

sont faites d'aprés l'atlas du cerveau du rat de KONIG et KLIPPEL
(1963) .

S s . . 3 B , .
Aprés injection d'oestradiol "H, la réaction radio-

autographique prédomine sur la zone nucléaire de certains neurones du

systéme nerveux central (fig. 4) ou de certaines cellules préhypophy-~
saires. Ces neurones sont localisés dans quelgues aires extra-hypotha-
lamiques et dans des noyaux anatomiquement bien individualisés de
1'hypothalamus ; ils sont soit regroupés en certaines régions, soit
dispersés dans l'ensemble du noyau. Le pourcentage de cellules marquées
différe donc selon les régions et le marquage est plus ou moins intense
(tableau I). Au cours de cette thése, nous rapportons quelques compta-
ges de grains d'argent mais, le plus souvent, nous caractérisons 1l'in~

tensité du marquage sur les cellules par les termes : "faiblement,



- 36 -

moyennement, fortement marquées”". Cela, étant une appréciation du
résultat d'observations microscopiques ou de microphotographies, ne peut

fournir qu'une simple estimation.

Les cellules gliales ne présentent aucun marquage
spécifique. Quelques grains d'argent peuvent étre exceptionnellement

observés sur quelques cellules épendymaires du 3éme ventricule.

Nos observations ont porté sur les régions s'éten-
|
dant du septum antérieur au corps mamillaire. Elles peuvent se résumer

comme suit (fig. 5) :

1) Systéme nerveux central

Dans les régions les plus antérieures examinées,
quelques petites cellules faiblement marquées, sont dispersées parmi
les iléts de Calleja et les noyaux (n.) du tractus diagonal de Broca

tandis que le n. accumbens n'est pas marqué.

2u niveau de la formation hippocampique, des cellu-
les isolées, faiblement marguées, sont disséminées dans 1'hippocampe
ventral au niveau de la couche de cellules pyramidales, dans le sSubi-—

culum et dans le gyrus dentatus.

Dans l'amygdale (fig. 5 ¢), le n, médian est la
région la plus fortement marquée (tableau I) suivie par la partie
ventro-latérale du n. cortical et du n. basal. Quelques neurones,
moyennement marqués, sont éparpillés dans le n. latéral et le n. cen-
tral. I.'aire amygdalienne antérieure et les petites cellules de la

masse intercalaire ne retiennent pas le traceur.

Des cellules faiblement marquées, peuvent exception-

nellement apparaitre dans le cortex piriforme & proximité de la scissure



FIGURE 5

Localisation des cellules marquées (représentées par des points
noirs) dans le cerveau et 1'hypophyse chez la souris aprés in-

3
jection d'oestradiol "H.

a : coupe sagittale
b et ¢ : coupes frontales.
AA : aire amygdalienne antérieure - abl : n. amygdalien basal,

pars latérale -~ ac : n, amygdalien central - aco : n. amygdalien
cortical - am : n. amygdalien médian - apom : aire préoptique
médiane - ar : n. argqué — CA ou Ca : commissure antérieure -

CC : corps calleux - CL : claustrum — CO : chiasma optique -

CPF : cortex piriforme ~ Cp : région n. caudé et putamen -

dm : n. dorso-médian -~ F : fornix - ha : aire hypothalamique
antérieure - HI : hippocampe - La : lobe antérieur de 1l'hypo-
physe — mm : n. mamillaire - pm : n. prémamillaire - posc : n.
préoptique pars suprachiasmatique - pv : n. paraventriculaire -
sch : n. suprachiasmatique - sf : n. septal de la fimbria - sl :
n., septal latéral - sm : n. septal médian -~ so : n. supraoptique -
SR : scissure rhinale - st : n. interstitiel de la strie terminale -
TD : tractus diagonal - Th : thalamus - ts : n. septal triangu-

laire - vm :n. ventromédian



v
dm
.‘
., vm
® e 00

Th

ac CL
abl

aco

am

1imm

imm



- 37 -

rhinale. Le n. caudé et le putamen sont dépourvus de cellules marquées.

b) Septum

Dans le septum, un marquage notable est a& signaler
dans le n. septal triangulaire (fig. 5 b ; tableau I), dans les parties
latérale et juxta-ventriculaire du n. septal latéral, épargnant le n.
médian et dans l'organe subfornical. Chez la souris, la région conte-
nant la proportion la plus élevée de cellules marquées par la plus
grande quantité de grains d'argent au U2 est située a la base du sep-
tum dans le n. du lit de la strie terminale ou n. interstitiel de la
strie terminale (tableau I ; fig. 5 a et b ; fig. 6 a et b). En effet,
90 % environ des cellules de ce noyau incorporent le traceur. Elles

sont plus fortement marquées dans la région ol elles voisinent avec

les cellules du n. préoptique que dans la partie rostrale du noyau.

e) Aire préoptique, hypothalamus antérieur

Dans l'aire préoptique de nomhreux neurones captent
1'hormone marquée (fig. 5 a et b). Antérieurement, des cellules moyen-
nement & fortement marquées, apparaissent dans la région de 1l'organe
vasculaire de la lame terminale (OVLT), en avant et autour du récessus
optique. Elles jouxtent les cellules fortement marquées de la pars
suprachiasmatique du n. préoptique. Puis, des cellules fortement mar-
gquées envahissent l'intégralité du n. préoptique médian (tableau I ;
fig. 6 c) bordant le 3é&me ventricule et atteignent la partie latérale
du n. préoptique latéral. Sur des coupes frontales, cette zone marguée
s'étend de part et d'autre du 3&me ventricule sur une largeur de 0,6 mm
dans sa portion dorsale od elle vient se confondre avec le n. de la
strie terminale et sur une largeur de 0,3 mm dans sa portion ventrale
gui englobe la pars suprachiasmatique du n. préoptique. Les noyaux su-
prachiasmatiques et supraoptiques, chez la souris, ne révélent pas de

marquage significatif.



FIGURE 6

Radioautographies du cerveau de souris aprés injection

d'ocestradiol 3H.

a : cellules marquées au niveau du n. interstitiel de la strie
terminale. Cette photo a été prise avec éclairage en fond

noir. Les cellules marquées apparaissent en blanc. (G. X 300).

b : Cellules marquées du n. interstitiel de la strie terminale

(G. X 660).

c : Cellules marquées de l'aire préoptique médiane, situées

de part et d'autre du 3éme ventricule (G. X 850).
d : Cellules marquées du n. arqué (G. X 1300).

e : Cellules marquées du n. prémamillaire ventral (G. X 530).
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L'aire hypothalamique antérieure et les n. dorso-
médians ne concentrent pas la radiocactivité. Les n. paraventriculaires
ne renferment que de trés rares cellules faiblement marquées. Par con-
tre, des neurones moyennement & fortement marqués sont disséminés sur
toute 1l'étendue du n. périventriculaire. Dans 1'aire hypothalamique
latérale quelques neurones, moyennement marqués,sont dispersés dans

la région périfornicale. Aucun marquage spécifique n'est obtenu au

niveau des noyaux du thalamus.

Des neurones marqués sont observés dans le n.
ventromédian, principalement regroupés dans ses régions latéro-ven-
trale et caudale. Cette population de neurones chevauche les cellules
du n. arqué. Dans ce dernier, environ un tiers des cellules sont
fortement marquées (tableau I, fig. 6 d) ; elles occupent la totalité
de l'aire bordant le recessus infundibulaire. Aucun marquage n'est vi-
sible dans l'éminence médiane. Des groupes de neurones moyennement a
fortement marqués sont situés dans la région prémamillaire ventrale
(tableau I ; fig. 6 e) autour du recessus mamillaire, & la limite
entre le n. arqué et la région mamillaire. Cette derniére ne concentre

pas l'oestradiol tritié ; il en est de méme pour l'aire hypothalamique
postérieure.

2) Hypophyse

De trés nombreuses cellules du lobe antérieur de
1'hypophyse captent 1'hormone marquée tandis que les lobes intermédi-
aire et postérieur ne retiennent pas électivement le traceur. A
l'observation ces cellules marquées, au niveau nucléaire, se rencon-
trent soit isolées, soit en groupes de deux ou trois, réparties sur
1l'ensemble de la préhypophyse. Elles manifestent un marquage plus ou
moins intense. La coloration au vert de méthyle-pyronine ne nous per-
mettant pas d'identifier les types cellulaires, nous ne pouvons pas
attribuer cette rétention sélective préférentiellement aux cellules

gonadotropes.
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Tableau I : Distribution de la radioactivité dans les cellules de
quelques noyaux du systéme nerveux central chez la

. s s . . 3
souris aprés injection d'oestradiol "H.

Régions Nbre grains/u2
Noyau interstitiel de la strie
| 2,26 £ 0,77
terminale ’ ’
. - . cas +
Aire préoptique médiane 2,16 - 0,48
. +
Noyau arqué 2,06 - 0,49
+
Noyau prémamillaire ventral 1,84 - 1,16
+
Noyau amygdalien médian . 1,45 - 0,41
+
Noyau septal triangulaire 0,99 - 0,31

Chaque valeur est la moyenne des grains d'argent par u2 de
surface nucléaire (12 cellules de chaque région ont é&té

. +
comptées) . Moyenne - S.E.M.

II - FIXATION DE L'OESTRADIOL 3H CHEZ LE COBAYE FEMELLE

L'étude porte sur 5 cobayes (HARTLEY) femelles,
matures de 300 & 350 g, ovariectomisés 10 & 27 jours avant l'injection
de 1'hormone marquée. Les animaux regoivent une injection de 150 ucCi
de 17 R - oestradiol 3H - 6,7 (activité spécifique:45Ci/m Mole). Ils
sont décapités 1 h aprés l'injection. La durée d'exposition des radio-

=

autographies est de 86 3 100 jours.
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L'identification des structures est faite d'aprés l'atlas du cerveau

du cobaye de POULAIN (1974).

Tous les animaux expérimentés révélent une distri-
bution topographique similaire des cellules oestrogéno-sensibles. La
réaction radicautographique prédomine sur la zone occupée par le

noyau cellulaire des neurones margqués. Ces derniers envahissent des

régions cérébrales qui sont,le plus souvent, celles précédemment citées
chez la souris. Aussi, il ne nous a pas paru utile de refaire une

étude détaillée des différentes régions incorporant électivement 1l'oces-
tradiol 3H. Nous nous contenterons de les énumérer et d'indiquer les
quelques différences constatées dans la localisation anatomique entre
les deux espéces., Excepté pour l'hypothalamus médio-basal, la quantité
de cellules marquées semble inférieure chez le cobaye & celle rencon-

trée chez la souris pour l'ensemble des différentes régions examinées.

Nos observations concernent, comme pour la souris,
les régions s'étendant, sur des coupes frontales, du septum trés anté-

rieur au corps mamillaire.

1) Systéme nerveux central (fig. 7 a)

Quelques cellules trés faiblement marquées sont
disséminées dans les il6ts de Calleja et le n. du tractus diagonal de

Broca.

NDans 1'amygdale (fig. 7 b), c'est au niveau du n.
médian que les cellules marquées sont observées en plus grand nombre
et avec la charge en radioactivité la plus élevée (fig. 7 c¢). Elles
sont relativement abondantes dans la région du n. central adjacente a
la strie terminale. La partie médiane du n. amygdalien basal contient

des neurones marqués,principalement localisés dans sa région latérale



FTGURE 7

2
Fixation de 1l'oestradiol "H chez le cobaye.

a : Localisation des cellules marquées (représentées par des
points noirs)dans le cerveau et l'hypothalamus du cobaye

en coupe sagittale.

AH : lobe antérieur de 1l'hypophyse - ar : n. arqué -

CA : commissure antérieure - CC : corps calleux -

CO : chiasma optigque - dv : n. hypothalamique dorsomédian -
F : fornix - ha : n. hypothalamique antérieur - HI : hippo-
campe - hp : n. hypothalamique postérieur - mm : n. mamil-
laire - N : lobhe nerveux de 1'hypophyse - pm : n. prémamil-
laire - pom : n. préoptique médian - posc : n. préoptique,
pars suprachiasmatique - pv : n. paraventriculaire -

sc : n. suprachiasmatique - sl : n. septal latéral - sm :
n. septal médian - st : n. interstitiel de la strie termi-
nale - Th : thalamus - vm : n. hypothalamique ventromédian.

b : Localisation des cellules marquées (représentées par des

hachures) dans 1'amygdale du cobaye en coupe frontale.

ac : n. amygdalien central - aco : n. amygdalien cortical -
abl : n. amygdalien basal, partie latérale - abm : n. amyg-
dalien basal, partie médiane - am : n. amygdalien médian -
al : n. amygdalien latéral - CL : claustrum - Ml : massa
intercalata - ST : strie terminale -~ TO : tractus optique.

¢ 1 Cellules marquées du n. amygdalien médian. (G. X 685).
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proche des n. médian et cortical. Ce dernier noyau montre dans sa
partie latéro-ventrale des cellules marquées, contiqués a celles

du n. médian.

La présence de neurones montrant quelques grains
d'argent dans le cortex piriforme, le néocortex et 1'hippocampe n'est

que trés occasionnelle.

b) Septum

Quelques cellules, faiblement marquées, sont disper-
s€es dans le n. septal latéral et le n. septal triangulaire. Le n.
interstitiel de la strie terminale est marqué sur toute son étendue
(fig. 7 a). Cependant, une hétérogénéité dans la répartition des
neurones margués se remarque, sl on compare entre elles les différen-
tes régions de ce noyau. Ils sont moins nombreux dans la zone anté-
rieure et dorsale & la commissure antérieure que dans la portion du
novau, adjacente au foramen intraventriculaire, associée en partie avec
la composante précommissurale de la strie terminale. Dans cette der-

niére région, un grand nombre de cellules caractérisées par une charge

importante en radioactivité est constaté.

c) Aire préoptique, hypothalamus antérieur

Autour du récessus optique, des cellules moyennement
a fortement marquées, existent dans la pars suprachiasmatique du n. pré-
optique (fig. 7 a et 8 a), dans la région de la créte supracptique et

dans le n. préoptique périventriculaire, bordant le 3é&me ventricule.

Les cellules du n. préoptique médian (fig. 7 a)
constituent un centre de marquage important, d'ol émergent dans plu-
sieurs directions des groupes cellulaires qui vont avoisiner les neu-

rones marqués d'autres noyaux :



FIGURE 8

Radiocautographies du cerveau et de 1'hypophyse chez le cobaye

S 4 . . 3
aprés injection d'oestradiol "H.

a : Cellules marquées de la partie suprachiasmatique du n.

préoptique.
CO : chiasma optique - RO : récessus optique.

Cette photo a été prise avec éclairage en fond noir; les

cellules apparaissent en blanc. (G. X 200).

b et ¢ : Cellules marquées du n. arqué ;
b (G. X 820) - c (G. X 1640).

Les grains d'argent sont concentrés sur le noyau cellulaire.

d : Cellules marquées du n. prémamillaire ventral.
RM : récessus mamillaire.
(G. X 820).

e et £ : Cellules marquées de 1'adénohypophyse.

e (G. X 1020) - £ (G. X 1640).
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- au centre, le n. périventriculaire,

- latéralement, le n. préoptique latéral,

- dorsalement, le n. interstitiel de la strie terminale,

- vers l'arriére, l'aire hypothalamique antérieure qui est peu marquée

par rapport aux régions précédemment énumérées.

Aucune concentration de radiocactivité n'est visible
dans les noyaux suprachiasmatiques. Par contre, chez le cobaye, quelques
grains d'argent sont observés sur les neurones magnocellulaires du n.

supraoptique et parvocellulaires du n. paraventriculaire.

Dans 1'hypothalamus latéral, quelques cellules

marquées sont découvertes dans la région périfornicale.

d) Hypothalamus médio-hasal (fig. 7 a)

La totalité du n. arqué (fig. 8 b et ¢), du n.
prémamillaire ventral (fig. 8 d) et la partie latéro-ventrale du n.
ventromédian révélent des cellules moyennement & fortement marquées.

Le corps mamillaire ne retient pas le traceur.

2) Hzgophxse

Des cellules marquées sont réparties sur 1'ensemble
du lobe antérieur de 1'hypophyse (fig. 8 e). L'intensité du marquage,
au niveau nucléaire, est variable d'une cellule & 1l'autre (fig. 8 f).
Les lobes intermédiaire et postérieur sont dépourvus de cellules fi-

xant le stéroide.
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3
IIT - FIXATION DE L'OESTRADIOL H CHEZ LE SINGE ECUREUIL FEMELLE

L'expériementation porte sur 5 singes écureuil
(Saimiri sciureus) femelles matures de 500 ~ 550 g. Les animaux sont
ovariectomisés 10 & 15 jours avant l'injection du traceur. Ils re-
goivent une injection de 650 uCi de 17 B- ocestradiol 3H - 6,7
(activité spécifique:45 ci/m Mole) et sont tués par décapitation une
heure aprés l'injection. La durée d'exposition des radioautographies
est de 90 & 130 jours.

L'identification des structures est faite selon l'atlas du cerveau du

singe écureuil de EMMERS et AKERT (1963).

Chez le singe, nos observations se sont principale-
ment limitées aux aires septales, préoptiques, hypothalamiques et amyg-
daliennes. Les cellules gliales et épendymaires n'incorporent pas le
traceur. Les neurones concentrant 1l'oestradiol 3H montrent une fixation

sur la zone nucléaire. Ces derniers sont localisés dans les régions

cérébrales précédemment décrites chez la souris et le cobaye. Entre
les rongeurs et le singe, on note cependant, au sein de ces régions,
des changements quant & la distribution et au nombre des cellules mar-
quées. Nous signalerons tout particuliérement les principales diffé-

rences observées.

1) Systéme nerveux central (fig. 9 a)

Au niveau de 1l'amygdale, le marquage n'est pas trés
étendu ; il semble essentiellement limité aux n. basal et médian ou

les cellules comportent de nombreux grains d'argent.

Les n. du tractus diagonal de Broca, l'hippocampe

et le cortex ne fixent pas 1l'hormone marquée.



FIGURE 9

3
Fixation de 1l'ocestradiol H chez le singe.

a : localisation des cellules marquées (représen-—
tées par des points noirs) dans le cerveau et

1'hypophyse du singe écureuil en coupe sagittale.

A : lobe antérieur de 1l'hypophyse - ADH : aire hypothalamique
dorsale - APH : aire hypothalamique postérieure - APM : aire
préoptique médiane - CA : commissure antérieure - CO : chiasma
optique - EM : éminence médiane - IH : n. infundibulaire -

MM : corps mamillaire ~ N : lobe nerveux de 1'hypophyse -

Nst : n. de la strie terminale - Th : thalamus - V : ventricule -

Vm : n. ventromédian.

b et ¢ : Cellules marquées du n. arqué.

b (G. X 900) - ¢ (G. X 1350).

d : Cellules marquées du lobe antérieur de 1'hypo-

physe (G. X 1350).
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b) Septum

Trés peu de neurones margués sont présents dans les
structures du septum. Dans le n. interstitiel de la strie terminale,
les cellules marquées apparaissent moins nombreuses que chez la sou-
ris. Elles sont principalement situées au pourtour du foramen inter-
ventriculaire, dans la région associée avec la composante précommis-
surale de la strie terminale. Seulement quelques cellules, faiblement
marquées, sont identifiées dans la portion antérieure du noyau, en

relation avec la composante supracommissurale de la strie terminale.

e) Aire préoptique, hypothalamus antérieur (fig. 9 a)

Dans 1l'aire préoptigque médiane, les cellules mar-
quées sont également moins abondantes que chez les rongeurs et sont ré-
parties dans une 2zone plus restreinte. Leur localisation est princi-
palement périventriculaire. Elles sont absentes du n. suprachiasmatique
supraoptique, préoptique latéral, de l'aire hypothalamique dorsale et

latérale.

Dans l'aire hypothalamique antérieure, latéralement
au n. paraventriculaire,un petit groupe cellulaire compact appelé n.
hypothalamique antérieur (d'aprés 1l'atlas de EMMERS et AKERT, 1963)
contient une proportion importante de cellules, fortement & moyennement
marquées. Certaines d'entre elles rejoignent les queldques neurones
magnocellulaires faiblement marqués du n. paraventriculaire. Le n.
périventriculaire est faiblement & moyennement marqué sur toute son

étendue.

d) Hypothalamus médio-hasal (fig. 9 a)

Des neurones montrant souvent une forte intensité
de marquage sont observés dans la totalité du n. infundibulaire (fig.

9 b et ¢) tandis qu'aucune concentration de radioactivité n'est dé-
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tectée dans l'éminence médiane. Cette fixation présente une extension
latérale sous forme de croissant,en contact antérieurement avec le n.
ventromédian et postérieurement avec le n. prémamillaire. De ce fait,
des cellules marquées occupent les portions latérale externe et ventro-
latérale du n. ventromédian, de la région périfornicale vers la zone
infundibulaire, délaissant la partie du noyau proche du 3éme ventri-
cule. Dans le n. prémamillaire ventral mal défini anatomiquement, des
neurones marqués voisinent avec ceux du n. infundibulaire, entourant

le récessus mamillaire. LL'aire hypothalamique postérieure et le corps

mamillaire ne captent pas le traceur.

2) Hypophyse

Une population importante de cellules du lobe
antérieur de 1'hypophyse concentre la radioactivité. Ces cellules,
soit isolées, soit par petits groupes, occupent 1'intégralité du

lobe (fig. 9 d).
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DISCUSSION

La radioautographie est un moyen de localiser les
. - . 3 . .
cellules cibles & l'oestradiol "H sur un plan morphologique mais ne
permet pas d'identifier la nature du produit détecté, ni de conclure

a la présence de récepteurs de 1l'oestradiol en termes biochimiques.

Pour cela, nous devons faire appel & des résultats
de travaux obtenus au moyen d'autres techniques. Aussi, nous commen-
cerons notre discussion en analysant la nature du produit responsable
de la réaction radioautographique. Puis, nous examinerons les régions
cérébrales pour lesquelles une concentration et une rétention spécifi-
que d'hormone, ainsi que 1l'existence de récepteurs de 1l'oestradiol,

sont mises en évidence.

Nous comparerons ensuite nos résultats radiocauto-
graphiques avec ceux obtenus par d'autres auteurs chez diverses es-
péces. Cela nous aménera & examiner les connexions neuroanatomiques des
différentes régions fixant 1'oestradiol 3H, avant de discuter de leur

réle fonctionnel éventuel dans le contrdle de la sécrétion gonadotrope.

I - NATURE DU PRODUIT RESPONSABLE DE LA REACTION RADIOAUTOGRAPHIQUE

Nous avons signalé dans la premiére partie de ce
travail que le stéroide peut étre métabolisé & son entrée dans la cel-
lule : le métabolite est alors responsable de la réaction radioautogra-
phique. Nous n'avons pas effectué 1'analyse du produit détecté au cours
de nos expériences. Aussi, discuterons-nous de sa nature sur la base

des résultats d'ordre biochimique, obtenus par d'autres auteurs.
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La nature du produit retenu dans le cerveau et 1'hy-
pophyse chez le rat est analysée, entre 1 h et 2 h aprés 1l'injection
d'ocestradiol 3H, par KATO et VILLEE(1967 a), ZIGMOND et McEWEN (1970),
FEDER et Coll. (1974). bans 1'hypnthalamus, 75 & 95 % de la radiocacti-
vité correspondent i l'oestradiol non métabolisé =t 10 4 24 % & de 1l'oes-
trone : principal métabolite détecté. Dans l'hypophyse antérieure 85
a 95 % de la radioactivité appartiennent & de l'oestradiol inchangé

et 5 % & de l'oestrone.

Cette étude faite par WADE et FEDER(1972b), FEDER
et Coll. (1974) chez le cobaye, entre 30 min. et 2 h aprés l'injection
sous—-cutanée d'oestradiol 3H, a pratiquement donné les mémes pourcen-
tages que chez le rat : hypothalamus (70 % de la radioactivité = oestra-
diol, 20 % = oestrone), hypophyse (80 % = oestradiol, 3 % = oestrone).
Par contre, dans le cortex la moitié de la radioactivité se présente

sous forme d'oestradiol et 1'autre moitié sous forme d'oestrone.

IL.'analyse chromatographique du produit responsable
de la réaction radioautographique est réalisée chez le singue écureuil
par KEEFER et STUMPF (1975b) .Trente minutes aprés l'injection d'oestra-
diol 3H, 52 % de la radioactivité dans le cortex et 70 % de la radio-
activité dans 1'hypothalamus ont la mobilité de 1l'oestradiol, le reste
étant sous forme d'oestrone (4 & 30 %) d'oestriol (3 & 10 %) et d'au-

tres métabolites (2 a4 9 %).

D'aprés ces résultats, on peut considérer que la plus

grande partie du marquage observé chez la souris, le cobaye et le singe,

~ s . . . 3 . - .
est di & la fixation d'oestradiol "H au niveau des récepteurs cellulai-

res plutdt qu'a celle de ses métabolites.
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II - DEMONSTRATION BIOCHIMIQUE DES RECEPTEURS DE L'OESTRADIOL DANS

Au moment ou nos recherches ont débuté,des études
biochimiques avaient montré que 1'hypothalamus peut accumuler préférentiel-
lement et retenir 1l'oestradiol 3H in v1ivo (EISENFELD, 1967 ; EISENFELD
et AXELROD, 1965, 1966, 1967 ; KATO et VILLEE, 1967 a et b). La présen-
ce d'un récepteur stéréospécifique de cette hormone est postulée dans
la préhypophyse (KATO et VILLEE, 1967 b). Une heure aprés l'injection
d'oestradiol 3H, une grande quantité d'hormone est associée avec la frac-
tion nucléaire des tissus répondant aux oestrogénes (EISENFELD, 1967,
JENSEN et Coll., 1968 ; ZIGMOND et McEWEN, 1970 ; WHALEN et MASSICCI,
1975) . Ces résultats suggérent une translocation du complexe hormone-
récepteur dans le noyau. Nous nous sommes basés sur ces observations
pour déterminer la durée qui, entre l'injection de 1l'hormone et le sa-
crifice de 1'animal expérimenté, était susceptible de provoquer un

marquage optimal sur nos radioautographies.

Les sites de liaison de l'oestradiocl sont ensuite
caractéfisés dans 1l'hypothalamus et 1'hypophyse chez le rat (McGUIRE
et LISK, 1969 ; EISENFELD, 1970 ; XKAHWANAGO et Coll., 1970 ; NOTIDES,
1970 ; KATO et Coll., 1970 a ; PLAPINGER et McEWEN, 1973 ; MAURER,
1974) et chez la souris (FOX et JOHNSTON, 1974). Ils ont un coefficient
de sédimentation en gradient de densité de saccharose de 8 S approxi-
mativement. Des estimations quantitatives des paramétres de liaison
indiquent que dans ces tissus l'affinité pour l'oestradiol est é&levée
et analogue pour les différents tissus sensibles aux ocestrogénes. Ce-
pendant, le maximum de concentration des sites de liaison est 30 fois
plus élevé dans 1'hypophyse que dans 1'hypothalamus pris dans son

ensemble.

L'oestradiol attaché aux sites de liaison cytoso-
liques est transféré & 1'intérieur du noyvau ; des taux substantiels

d'hormone marquée sont retrouvésdans les noyaux isolés de 1'hypothalamus
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et de 1l'hypophyse (ZIGMOND et McEWEN, 1970 ; KATO et Coll., 1970 b ;

CLARK et Coll., 1972 ; ANDERSON et Coll., 1973 ; McEWEN et Coll.,1975, 1979).
NDans ces tissus, l'ampleur relative de la liaison au novau cellulaire

suit étroitement 1'importance relative de la concentration en récepteurs
cytosoliques. Le complexe nucléaire récepteur-oestrogéne, gui peut é&tre
extrait par KCl 0,3 M, correspond & une molécule sédimentant autour

de 5 - 7 S pour 1'hypothalamus (MOWIES et Coll., 1971 ; VERTES et KING,

1971) et de 6 - 7 S pour 1l'hypophyse (KATO et Coll., 1970 b).

Les résultats radioautographiques peuvent &étre rap-
prochés de ceux obtenus par des procédés de fractionnements cellulai-
res. Chez le singe rhésus, les noyaux isolés incorporent l'oestradiol 3H
dans les différentes régions, suivant cet ordre : hypophyse > amygdale

> hypothalamus antérieur (de l'aire préoptique au n. ventromédian)

> hypothalamus postérieur = septum = hippocampe. La rétention nuclé-
aire dans l'amygdale excéde celle de l'hypothalamus antérieur (GERLACH
et Coll., 1976). IL'ordre est inversé par rapport au rat. Chez ce der-
nier, une étude similaire a été pratiguée sur des cellules isolées par
plusieurs auteurs (NOTIDES, 1970 ; LEAVITT et Coll., 1973 ; McEWEN et
Coll., 1975). Elle indique que les concentrations en radioactivité, les
plus élevées, sont rencontrées dans la préhypophyse avec une capacité
de liaison nucléaire de 12.500 molécules par cellule suivie par les
régions cérébrales soit : l'aire préoptique médiane avec 4.700 molécu-
les par cellule, 1'hypothalamus médio-basal avec 4.400 molécules/cellu-
le, l'amygdale cortico-médiane avec 2.850 molécules/cellule et les
autres régions du cerveau : le cortex 200 molécules/cellule et 1l'hippo-

campe 120 molécules/cellule.

Si 1'on compare ces données aux comptages de grains
d'argent par u2 de surface nucléaire reportés dans le tableau I, une
bonne concordance apparait entre la démonstration radioautographique
de la fixation de l'ocestradiol 3H dans les différentes aires cérébrales
et les expériences réalisées sur les noyaux cellulaires isolés. Les

variations quantitatives de grains d'argent enregistrées reflétent
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vraisemblablement une concentration différente des récepteurs des

oestrogénes au niveau cellulaire dans ces régions.

III - COMPARAISON DE NQOS RESULTATS AVEC CEUX OBTENUS CHEZ D'AUTRES

Rien que quelques petites variations entre les es-
péces puissent apparaitre dans la localisation des cellules marquées
et dans 1'intehsité du marguage au sein de certaines régions, on cons-
tate chez les rongeurs comme chez les primates 3 zones cérébrales

accumulant intensément et spécifiquement la radioactivité

- une accumulation préoptico-striale constituée principalement par les

groupes cellulaires marqués du n. préoptique et du n. interstitiel
de la strie terminale.

- une accumulation hypothalamique médio-basale comprenant les neurones

marqués du n. arqué, du n. ventromédian et du n. prémamillaire ven-
tral.

- une accumulation amygdalienne formée surtout des cellules marquées

du n. médian et accessoirement du n. basal et du n. cortical.

Ces zones d'accumulation principale de radiocactivité sont suivies de
zones d'accumulation secondaire telles que le septum, l'aire hypotha-

lamique antérieure, 1'hippocampe......

Chez la souris, nos résultats confirmés ultérieure-
ment par STUMPF et SAR (1975a)sont en accord avec ceux obtenus chez
le rat (STUMPF, 1968 ; ANDERSON et GREENWALD, 1969 ; TUOHIMAA; 1970 ;
ATTRAMADAL, 1970 a et b ; ATTRAMADAL et AAKWAAG, 1970 ; PFAFF et
KEINER, 1973 ; STUMPF et Coll., 1975) et chez le hamster (KRIEGER et
Coll., 1976). Un plus grand nombre de cellules marquées est décelé dans
l'aire préoptique et dans le n. interstitiel de la strie terminale chez

le rat et la souris que chez le cobaye.
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T.a topographie des cellules fixant 1l'oestradiol 3H
est décrite chez deux carnivores : le chat (MICHAEL, 1965) et le vison
(MORRFLL et Coll., 1977) et un insectivore : le tupala (KEEFER et
STUMPF, 1975 a). Entre ces espéces et les rongeurs, une similitude

est apparente dans la localisation des cellules margquées.

Chez le singe écureuil, nos observations corroborent
celles de KEEFER et STUMPF (1975, b) et sont & rapprocher de celles
effectuées chez le singe rhésus (GERLACH et Coll., 1976 ; PFAFF et
Coll., 1976). La distribution des cellules oestrogéno-sensibles sui-
vant un trajet septo-préoptico hypothalamique est retrouvée chez les
primates. Néanmoins, les cellules marquées apparaissent, comparative-
ment aux rongeurs, moins nombreuses dans le septum, 1'hippocampe, 1l'ai~
re préoptique et 1l'amygdale. Elles semblent, par contre, plus abondan-

tes dans 1'hypothalamus médio-basal.

ILa disposition sélective des strﬁctures cérébrales,
retenant 1'oestradiol 3H, constitue une sorte d'"anatomie neuroendo-
crine"”. Celle-ci pourrait bien recouper certaines grandes lignes d'une
organisation neurcanatomique définie par d'autres méthodes. Dans cette
optique, on constate que les régions hypothalamiques et limbigques mar-
quées correspondent grossiérement & plusieurs structures télencéphali-
ques et diencéphaliques, phylogénétiquement anciennes, envisagées par
PAPEZ (1937) et MacLEAN (1949, 1958, 1970) comme étant un substrat
anatomique au "comportement émotionnel. Pour RAMON-MOLINER et NAUTA
(1966) , la formation réticulée du tronc cérébral appartient & une
aire phylogénétigquement ancienne ; les régions limbiques et hypotha-
lamiques, sensibles aux oestrogénes, peuvent étre considérées en
partie comme une composante ou une extension de ce systéme réticulé

ancien.

L'hypothése d'un systéme limbique-hypothalamique
fixant les oestrogénes peut €tre envisagée.En effet, non seulement

chez les mammiféres mais aussi chez différents autres vertébrés, les
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cellules oestrogéno~réceptrices sont regroupées au sein des mémeé
structures limbiques et hypothalamiques bien distinctes du cerveau
antérieur. Ces constatations faites chez les poissons (MORRELL et
Coll., 1976 ;i DAVIS et Coll., 1977 ; KIM et Coll., 1978 a,

1979 a et b) les batraciens (MORRELL et Coll., 1975 ; KELLEY et Coll.,
1978), les reptiles (KIM et Coll., 1978 b) les oiseaux (MARTINEZ-
VARGAS et Coll., 1975) témoignent en faveur de la continuité d'une
topographie de bhase au cours de l'évolution. Pour vérifier une telle
hypothése, il serait nécessaire de déterminer par des techniques phy-
siologiques comment et jusqu'd quel point les neurones des régions
retenant 1'oestradiol 3H fonctionnent ensemble de fagon systématisée.
Toutefois, une condition minimale pour désigner sous le nom de systéme
ces différentes structures est qu'elles entretiennent entre elles,

directement ou indirectement, des relations neurcanatomiques.

IV -~ CONNEXIONS NEUROANATOMIOQUES DES GROUPES CELLULAIRES OESTROGENO-

La figure 10 résume, & partir des données neuro-
anatomiques tirées de la littérature, les relations les mieux connues
entre les régions hypothalamiques et extra-hypothalamiques retenant
1l'oestradiol 3H. Nous envisagerons accessoirement les rapports existant
entre des aires moins réceptrices aux oestrogénes mais qui, nous le
verrons ultérieurement, fixent d'autres stéroides. Ce diagramme, trés
schématique, ne prétend pas mettre en évidence toutes les projections
originaires de ces structures et ne veut pas laisser supposer que les
trajets indiqués sont exclusivement issus des neurones oestrogéno-
sensibles. Il n'est pas prouvé, non plus, que ces territoires soient
plus interconnectés que certaines autres structures du systéme nerveux.
Néanmoins, la densité des projections montre clairement 1l'existence d'un
support neurocanatomique permettant une action physiologique systémati-

sée et coordonnée par des cellules interconnectées.



FIGURE 10

Diagramme schématique des connexions neuroanatomiques bien connues
‘oz . , 3 .

entre les structures cérébrales fixant l‘'oestradiol "H. Les régions

encadrées renferment des neurones plus nombreux et plus fortement

marqués que les régions encerclées.

- Abréviations: AHA : aire hypothalamique antérieure ; Amygdale :

Med : n. médian, Cort : n. cortical ; APOM : aire préoptique médiane ;
AR : n. arqué ; BDB : bande diagonale de Broca ; bo : bulbe ol-
factif ; boa : bulbe olfactif accessoire ; ENT : cortex entorhinal ;
FMT : faisceau médian du télencéphale ; HPV : hippocampe ventral ;

NST : n. interstitiel de la strie terminale ; PIR : cortex piriforme ;
PMV : n. prémamillaire ventral ; SG : substance grise centrale mésen-
céphalique ; SL : septum latéral ; Sm : septum médiam ; TO : tubercule

olfactif ; VM : n. ventromédian.

- Pans un but de clarification, les connexions sont schématisées par
des lignes aux tracés différents. L’épaisseur du trait n'est pas pour
autant proportionnelle & 1l'importance relative des trajets. Les con-
nexions sont décomposées en 5 groupes caractérisés chacun par un type
de ligne : les circuits olfactifs sont représentés par des lignes droi-

————— e = e

tes et minces ; les connexions entre septum, tubercule olfactif et

bande diagonale de Broca par des lignes courbes ; les projections lim-

biques & 1'hypothalamus par des traits épais ; les connexions intra-

=

- Les numéros se rapportent & des projections décrites dans la littéra-

ture dont les références sont citées ci-aprés

1 : Le tractus olfactif latéral : POWELL et Coll. (1965), HEIMER (1968)
2 : WINANS et SCALIA (1970).
3 : HEIMER (1968).
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: POWELL et Coll. (1965); MILLHOUSE (1969) ; SCOTT et LEONARD (1971)

. La strie terminale post-commissurale : COWAN et Coll. (1965) ;

HEIMER et NAUTA (1969), MILLHOUSE (1969) ; LEONARD et SCOTT (1971);De
OLMOS et INGRAM (1972), SWANSON et COWAN (1979).

. La strie terminale supra~commissurale : COWAN et Coll. (1965) ;

HEIMER et NAUTA (1969) ; RAISMAN (1970) ; LEONARD et SCOTT (1971) ;
: Le fornix : NAUTA (1956) ; RAISMAN et Coll. (1966) ; RAISMAN

(1966, 1970) ; SWANSON et COWAN (1979).

Le tractus médian cortico-hypothalamique : NAUTA (1956) ;

GUILLERY (1956) ; RAISMAN et Coll. (1966) ; RAISMAN (1970).
MILLHOUSE (1969) ; SCOTT et LEONARD (1971).

RAISMAN {1966) ; SCOTT et LEONARD (1971).

: GUILLERY (1957), RAISMAN (1966).; SWANSON et COWAN (1979).

: RAISMAN (1966).

RAISMAN (1966) ; MILLHOUSE (1969).; SWANSON et COWAN (1979).

: NAUTA (1958) ; RAISMAN (1966) ; MILLHOUSE (1969).

CHI (1970 a).

: CONRAD et PFAFF (1976 a) ; SWANSON (1976).

CONRAD et PFAFF (1976 b) ; KRIEGER et Coll. (1978).

: Le systéme de fibres périventriculaires : GUILLERY (1957);

SZENTAGOTHAI et Coll.(1962); CHI (1970 b) ; DAIKOKU et Coll. 1976 ;
CONRAD et PFAFF (1976 a).

: Projections du faisceau médian du télencéphale a la substance
grise centrale du mésencéphale GUILLERY (1957) ; NAUTA (1958,

1963) ; McCLURE et CLARK (1968) ; MILLHOUSE (1969).

Projections de la substance grise centrale au faisceau médian du

télencéphale : CHI (1970 b) ; HAMILTON et SKULTETY (1970).

: Projections de la moelle épinidre & la substance grise centrale :

GOLDBERG et MOORE (1967) ; SCHROEDER et JANE (1971).
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nans un but de simplification, les connexions sont
disposées et schématisées de fagon a pouvoir distinguer plusieurs

groupes :

1 - le premier groupe de projections (lignes droites dans l'angle
supérieur droit de la figure 10) relie le bulbe olfactif, par la
voie du tractus olfactif, au cortex piriforme, au tubercule ol-
factif, au cortex entorhinal et au n. amygdalien cortical. Des
fibres originaires du bulbe olfactif accessoire se projettent aux

n. cortical et médian de 1'amygdale.

2 - Le deuxiéme groupe de connexions (lignes courbes dans l'angle su-
périeur gauche de la figure 10) schématise les relations entre le
septum, le tubercule olfactif et la bande diagonale de Broca.
Pour certains auteurs, le septum médian se présente comme un relais
pour les influx provenant du septum latéral en direction d'autres
structures. Le faisceau médian du télencéphale qui offre un impor-
tant systéme longitudinal de communications, semble &tre, pour ces
structures, la voie la plus importante et la plus longue pour le

cheminement des informations.

3 - Certaines régions limbiques, fixant 1'oestradiol 3H, émettent des
projections vers des structures hypothalamiques (lignes au trait
épais de la figure 10). Des n. amygdaliens contribuent & la for-
mation de la strie terminale et établissent des relations avec le
n. du lit de la strie terminale, 1l'aire préoptique médiane et 1'hy-
pothalamus : n. ventromédian, n. prémamillaire (tractus n°® 5 et n°
6 de la figure 10). Réciproguement, des fibres probablement issues
du n. du lit de la strie terminale aboutissent & 1l'amygdale. Cer-
tains territoires de 1'hippocampe envoient des fibres au septum
latéral, médian et & la bande diagonale de Broca (tractus n° 7 de
la figure 10). De plus, le faisceau cortico-hypothalamique médian
(tractus n° 8 de la figure 10), prenant vraisemblablement naissan-
ce dans le prosubiculum se dirige vers la partie la plus médiane
de l'hypothalamus antérieur et vers la région antérieure du n.

arqué.,
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4 - Les connexions intra-hypothalamiques doivent aussi étre considé-
rées bien qu'elles soient parfois le sujet de controverses. Les
axones de cellules préoptiques ou hypothalamiques antérieures se
projettent dans le n. ventromédian (tractus n° 15 de la figure 10j.
L'intégralité de la région préoptique délégue un fort contingent
de fibres dans le faisceau médian du télencéphale. Certaines
d'entre elles bifurquent au niveau du n. ventromédian pour rejoindre
le n. arqué; (tractus n° 16 de la figure 10). Un groupe de fibres,
provenant de 1'hypothalamus médio-basal remonte, sans emprunter
le faisceau médian du télencéphale, en direction de l'aire pré-
optique et de structures plus antérieures telles que le tractus

diagonal de Broca et le septum (tractus n°® 17 de la figure 10).

5 - Les systémes de fibres longitudinales reliant les structures té-
lencéphaliques et diencéphaliques au mésencéphale sont formés du
groupe de fibres périventriculaires, longeant le 3éme ventricule
jusqu'a 1'éminence médiane (tractus n° 18 de la figure 10) et du
faisceau médian du télencéphale (tractus n° 19 de la figure 10).
Ce dernier constitue le support des relations septo-hypothalamiques.
L'ensemble de ces systémes longitudinaux présente vraisemblable-
ment des trajets multisynaptiques de longueurs variées. Les études
en "Golgi" relatives au faisceau médian du télencéphale tendent &
montrer, a différents niveaux de 1l'axe préoptico-hypophysaire, la
présence d'une communication entre les structures médianes et la-
térales. Celle-ci est facilitée par des collatérales axoniques et
de larges neurones dendritiques dispersés de 1'hypothalamus médian

et latéral.

Ainsi, si un important courant d'informations suit
un axe longitudinal (composé par le faisceau médian du téléncéphale et
les fibres périventriculaires), une autre voie importante peut &tre em-
pruntée dans le sens transversal. Dans ce cas, le trajet est constitué
par des collatérales axoniques reliant les structures hypothalamiques

médianes et latérales vers les aires amygdaliennes et par, le réseau
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dense de connexions parmi les régions du septum, du tractus diagonal

de Broca, du tubercule olfactif et du cortex piriforme.

L'organisation de ces relations neuroanatomiques
entre les structures accumulant 1'ocestradiol 3H (et leurs projections
vers d'autres régions non envisagées dans ce paragraphe), ainsi que
1'affinité sélective de certains neurones pour 1l'hormone, contribuent
probablement & expliquer au niveau cérébral les actions séquentielles
engendrées par les rétroactions des oestrogénes. Néanmoins, seules
des études neurophysiologiques et neurochimiques peuvent préciser com-
ment ces actions successives, relatives & divers événements endocri-

niens et comportementaux, sont exactement déclenchées et articulées.

V — RELATIONS DES NEURONES OESTROGENO-SENSIBLES AVEC LES NEURONES

" La radioactivité combinée avec une technique immu-
nocytochimique 3 la péroxydase a permis & KEEFER et Coll. (1976) a la
fois d'identifier quatre types cellulaires hypophysaires et d'y exami-
ner la fixation d'oestradiol 3H. Aprés quantification des grains d'ar-
gent, 1l'intensité du marquage décroit suivant cet ordre : cellules go-
nadotropes » somatotropes » 4 prolactine » thyréotropes. Ainsi une
méme cellule hypophysaire peut étre & la fois une cellule cible aux
oestrogénes et le site de production d'une hormone polypeptidique. Cette
technique immunoradioautographique n'a pas jusqu'd présent été appli-

quée au systéme nerveux central.

Si on établit un rapprochement entre les aires de
distribution des neurones fixant les oestrogénes et celles des neurones
& LH-RH, qui ont fait l1l'objet de nombreuses publications ces derniéres
années, on s'apercoit qu'elles sont trés voisines voire identiques

chez certaines espéces. L'immunofluorescence 3 1l'aide d'anti-sérums anti

LH-RH de synthése, a permis de caractériser la topographie des corps
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cellulaires et des voies & LH-RH dans le cerveau de différents rongeurs :
cobaye (BARRY et Coll., 1973 a et b, 1974 ; LEONARDELLI et Coll., 1973 ;
MAZZUCA et DUBOIS, 1974 ; SILVERMAN, 1976 ; BARRY, 1976), souris
(ZIMMERMAN et Coll., 1974 ; HOFFMAN et Coll., 1978) rat (KORDON et Coll.,
1974 ; NAIK, 1975 a et b ; KING et Coll.,1974 a; SETALO et Coll., 1975,
1976) et de plusieurs primates (BARRY et CARETTE, 1975 ; BARRY et Coll.,
1976 ; BARRY, 1978 ; MaAzZzuca, 1977).

Chez le cobaye, les péricaryons de neurones immuno-
réactifs se rencontrent principalement dans les régions septales, pré-
optiques et méme parolfactives. Ils sont peu abondants dans 1'hypotha-
lamus médio-basal. La distribution de ces neurones dans les régions pré-
commissurale, supraoptique, rétrochiasmatique se superpose assez bien
avec celle des cellules fixant 1'oestradiol 3H. Une similitude dans la
localisation de ces deux populations cellulaires apparait également
chez le singue écureuil pour lequel les péricaryons immunoréactifs au
LH-RH sont principalement observés dans 1l'aire médio-basale de 1'hypo-
thalamus (région rétrochiasmatique, n. infundibulaire et n. prémamillai-
re) et dans l'organe vasculaire de la lame terminale. Chez ces deux es-
péces, citées en exemple, le nombre total de cellules réagissant avec
l'anti LH-RH semble beaucoup moins important que le nombre de cellules

marquées par l'oestradiol 3H.

On peut supposer que les neurones oestrogéno-sensi-
bles correspondent aux neurones & LH-RH ou qu'ils entretiennent entre
eux des relations morphologiques privilégiées. Ainsi, la rétroaction
des oestrogénes peut s'adresser soit & des neurones élaborant LH-RH,
soit & des neurones appartenant a des structures hypothalamiques et
extra-hypothalamiques intervenant dans le contrdle de la sécrétion go-
nadotrope.

Des neurones réagissant avec l'anti-neurophysine,
vasopressine ou ocytocine sont localisés dans des noyaux magnocellulai-
res hypothalamiques (n. supraoptique et n. paraventriculaire) (ZIMMERMAN

1976) . Un groupe de péricaryons vasopressine-positifs est également
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observé dans le n. suprachiasmatique et dans le n. septal triangulaire
(WEINDL et SOFRONIEW, 1976). Des corps cellulaires contenant de la soma-
tostatine sont mis en évidence dans l'aire périventriculaire (DUBOIS

et KOLODZIEJCZYK, 1975 ; FLDE et PARSONS, 1975 ; PELLETIER et Coll.,
1975) . De par leur localisation, les neurones élaborant ces différents
polypeptides pourraient correspondre & des neurones susceptibles de

. . . . 3
capter plus ou moins intensément 1l'oestradiol TH.

La distribution des cellules, fibres et terminai-
sons nerveuses enképhalines-positives est étudiée par immunohistochimie
(FLDE et Coll., 1976 ; SIMANTOV et Coll., 1977 ; HOKFELT et Coll.,
1977 ; SAR et Coll., 1978 ; TRAMU et LEONARDELLI, 1979). Des fibres
et terminaisons nerveuses innervent des péricaryons du n. interstitiel
de la strie terminale, du n. amygdalien central et du n. ventromédian.
Quelques corps cellulaires immunoréactifs sont dispersés dans ces mé-
mes noyaux et également dans le n. préoptique médian, périventriculai-
re et prémamillaire ventral. Il est possible que ces éléments contenant
des enképhalines innervent {(ou appartiennent &) des neurones fixant
les oestrogénes. Cela reste & établir par une technique permettant
de localiser simultanément sur une méme préparation les enképhalines

et les hormones stéroides.

VI - RELATIONS DES NEURONES OESTROGENO-SENSIBLES AVEC LES NEURONES

TLes résultats de plusieurs travaux laissent actuel-
lement supposer que les stéroides sexuels agissent sur la fonction gona-
dotrope et le comportement en partie par 1'intermédiaire d'interactions
avec des neurones producteurs Jd'amines biogénes. Ils suggérent une ac-
tion directe de ces stéroides sur les neurones aminergiques centraux,
étant donné les effets qu'ils produisent sur la synthése ou le renouvel-
lement ("turnover" ) des amines biogénes (dopamine, noradrénaline, adré-

naline, sérotonine) dans le systéme nerveux central.
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‘ I.'existence de relations morphologiques entre neu-
rones catécholaminergiques et sites de marquage ocestrogénique a été dé-
montrée au moyen de la radioautographie combinée i la technique de
fluorescence permettant ainsi de localiser les oestrogénes et les ca-
técholamines sur les mémes cellules (GRANT et STUMPF, 1973, 1975).
Quarante & cinquante pour cent des cellules‘dopaminergiques du n. arqué
et du n. périventriculaire fixent 1'oestradiol 3H. Ces cellules dopa-
minergiques appartiennent au groupe A 12 tubéro-infundibulaire. De
tels neurones, appelés oestrogéno-dopaminergiques n'ont pas été iden-
tifiés parmi les cellules dopaminergiques du groupe A 14 périventricu-
laire rostral. Des neurones oestrogéno-sensibles non dopaminergiques
de la région périventriculaire - arquée peuvent étre entourés par
des terminaisons catécholaminergiques, probablement noradrénergiques.
Plusieurs auteurs (KORDON et GLOWINSKI, 1969, 1972 ; KORDON et Coll.,
1976 ; KORDON et ROTSZTEJN, 1977 ; ROTSZTEJN et Coll., 1976, 1977)
attribuent & la dopamine un réle facilitant envers la cession de LH-RH.
I1 est possible que la fonction de "feedback" négatif des oestrogénes
sur la décharge gonadotrope puisse s'exercer au niveau de la région
rériventriculaire - arquée en bloguant la stimulation dopaminergique
ou noradrénergique de la libération de LH-RH dans l'éminence médiane.
La présence de cellules oestrogéno-réceptrices,de cellules dopaminer-
giques et de cellules 3 LH-RH dans cette région fournit un critére

anatomique a cette hypothése.

L'hydroxylation de 1l'oestradiol et de 1l'oestrone
en position 2 pour former des catéchol-oestrogénes a été démontrée
dans 1'hypothalamus (FISHMAN et NORTON, 1975). Cette conversion est
limitée & cette seule région et ne se produit pas dans le cortex. Bien
que la structure des catéchol-oestrogénes puisse laisser penser qu'ils
aient un effet direct sur les récepteurs dopaminergiques et noradréner-
giques, leur fonction neuroendocrine n'est pas bien établie. Le concept

qu'une certaine catécholamine serve de médiateur a 1l'action des stéroi-

des sur le tissu cérébral est intéressant.
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3
VII - REGIONS FIXANT L'OESTRADIOL H IMPLIQUEES DANS LE CONTROLE DE

1) Sites de rétroaction des oestrogénes chez les rongeurs

a) Rétroaction négative

Le novau arqué, qui retient fortement 1'oestradiol

H, est considéré actuellement par de nombreux auteurs comme le site
de l'action de "feedback"” négatif des oestrogénes. Des implantations
de cristaux d'oestradiol dans le noyau arqué chez les rates provoguent
une atrophie de l'utérus et des ovaires. Ces changements atrophiques
qui ressemblent & ceux observés aprés hypophysectomie, ne se manifes-
tent pas si les implantations sont effectuées dans d'autres régions
cérébrales (LISK, 1960). De plus, elles inhibent aprés gonadectomie
l'apparition des cellules de "castration" préhypophysaires tandis que
des implantations pratiquées dans 1'adénohypophyse n'empéchent pas
leur formation (LISK, 1963). De méme, la déafférentation compléte
de 1l'hypothalamus médio-hasal ne s'oppose pas & leur développement
aprés gonadectomie (HALASZ et GORSKI, 1967). La présence des cellules
de "castration" semble consécutive & 1'interruption d'une action de

"feedback" négatif des oestrogénes sur 1'hypothalamus médio-basal.

L'ovariectomie produit, chez la rate, dans appro-
ximativement 20 % des cellules du noyau arqué, des altérations de cer-
tains constituants cellulaires telle l'hypertrophie de l'ergastoplasme avec
apparition d'images d‘'enroulement (KING et Coll.,1974b). Ces modifica-
tions sont interprétées comme étant une manifestation de 1l'augmentation
de la synthése des protéines (BRAWER, 1971 ; KING et Coll.,1974b) et
les cellules intéressées représentent probablement au niveau hypotha-
lamique 1l'égquivalent des cellules hypophysaires de "castration”. Cette
hypothése est renforcée par le fait que l'incorporation de lysine 3H

est augmentée de facgon trés significative dans le noyau arqué (LITTERIA,



- 60 -

1973). Aprés traitement intensif & 1'oestradiol, BRAWER et SONNENSCHEIN
(1975) observent gqu'une petite population de cellules du noyau arqué
présente des modifications cytopathologiques. De plus, dans cette ré-
gion, principalement chez le rat et la souris, un petit groupe cellu-
laire est immunoréactif au LH-RH (ZIMMERMAN et Coll., 1974 ;

NAIK, 1975 a). Bien gqu'il n'ait pas été démontré que les neurones qui
réagissent a ces divers traitements constituent une et méme population,
cette hypothése n'est pas & rejeter. Un argument qui 1'appuie est la
localisation au niveau ultrastructural de la LH-RH dans des cellules
montrant souvent ces images d'enroulement de 1l'ergastoplasme (NAIK,
1975 b) . Ainsi les cellules élaborant LH-RH pourraient correspondre

aux cellules répondant au "feedback"” négatif des oestrogénes.

La déconnexion hypothalamique, & l'aide du couteau
de HALASZ, qgui détruit les relations préoptico-infundibulaires, n'in-
fluence pas la sécrétion gonadotrope tonique chez le rat (HALASZ et
GORSKI, 1967) ni chez le cobaye (BITLER et DONOVAN, 1971). De plus,
l'isolement complet de 1l'hypothalamus médio-basal ne modifie pas la
décharge préovulatoire de LH chez le cobaye (BUTLER et DONOVAN, 1971).
Pour KREY et SILVERMAN (1978 ) , seules des lésions dans le noyau ar-
qué empéchent 1'augmentation plasmatique de LH chez le cobaye ovariecto-

misé. A la vue de ces données, le noyau arqué apparalit comme le site

de la rétroaction négative des oestrogénes (fig, 11) qui régularise la

sécrétion gonadotrope tonique, contrdlant le développement, la croissan-

ce et la maturation des gonades.

b) Rétroaction positive

o) Au niveau cérébral

Des expériences de stimulations électriques et élec-
trochimiques de certaines aires limbiques marquées par 1'oestradiol 3H
(bande diagonale de Broca, septum et n. du lit de la strie terminale)

provoquent l'ovulation et la libération cyclique de LH chez le rat blogué
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en prooestrus par le pentobarbital (KAWAKAMI et Coll., 1970). Si la
stimulation est appliquée a l'aire préoptique médiane, l'ovulation

peut étre déclenchée méme aprés suppression des influx nerveux prove-
nant des aires limbiques. Cela semble indiquer que dans les conditions
d'efférences intactes,ces aires limbiques stimulent l'aire préoptique
pour conduire & l'ovulation (KIMURA et KAWAKAMI, 1978). Toutefois, la
totalité de l'aire préoptique n'apparait pas étre concernée dans le main-
tien de la rythmicité de 1l'ovulation, seulement certaines régions se-
ralent impliquées telles que la partie périventriculaire du n. préopti-
que médian,la pars suprachiasmatique et les n. suprachiasmatiques.
D'aprés ces auteurs (KAWAKAMI et KIMURA, 1975 ; KAWAKAMI et Coll., 1978)
le site de la rétroaction positive de l'oestradiol qui induit le pic
préovulatoire de LH et/ou l'ovulation, pourrait se situer au niveau du
systéme limbique (n. amygdalien médian ou n. de la strie terminale ou
tractus diagonal de Broca ou septum)plutdt que dans l'aire préoptique
médiane. Cependant, si cette derniére est déafférentée pendant une lon-
gue période, elle répond alors & l'oestradiol par une action stimulante
(KAWAKAMI et KIMURA, 1976) . La destruction bilatérale a long terme de
la pars suprachiasmatigque de 1l'aire préoptique interfére avec la ré-
troaction positive de l'oestradiol sur la décharge de LH chez la rate
ovariectomisée (KAWAKAMI et Coll., 1977). Ces auteurs concluent que la
décharge préovulatoire de LH est stimulée, avec une périodicité de 4 &
5 jours, par des influx nerveux originaires des neurones, fixant les
oestrogénes du n. médian de 1l'amygdale et du n. interstitiel de 1la
strie terminale. Ces signaux nerveux convergent vers les neurones oestro-—
géno-sensibles de l'aire préoptique médiane pour y é&tre intégrés et
transformés en rythme circadien (KAWAKAMI et KIMURA, 1976 ; KIMURA

et KAWAKAMI, 1978).

Pratiquant d'autres techniques, plusieurs auteurs tels
que GOODMAN (1978) aprés implantations stéréotaxiques bilatérales d'oes-
tradiol dans le cerveau, aboutissent aux conclusions que 1l'hypothalamus
médio-basal n'est pas le site de la rétroaction positive de 1l'oestra-

diol mais que cette derniére agit au niveau de l'aire préoptique pour
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induire la cession de LH. Pour GRAY et Coll., (1978), des lésions de la
région préoptique médiane inhibent la décharge de LH. Néahmoins, la
suppression de la rétroaction positive dépend de la taille de la lésion
et ne sera que partiellement affectée si la destruction de la région
suprachiasmatique n'est pas totale. Cette derniére remarque peut expli-
quer les résultats négatifs obtenus par CLEMENS et Coll. (1976) et
BROWN-GRANT et RAISMAN (1977) aprés la lésion électrolytique de l'aire

préoptique.

D'aprés ces données, l'aire préoptique chez le rat s'aveére

&tre le site effecteur de la rétroaction positive des oestrogénes. Elle

assure la commande du déclenchement périodique de LH-RH. L'aire préopti-
que recgoit et amplifie les influences provenant des régions plus anté-
rieures, septales et limbiques. Ces signaux sont destinés aux structu-
res de l'hypothalamus médio-basal. L'activation en chaine de ces deux

régions aboutit a la libération de 1H (fig. 11).

B) Au niveau hypophysaire

De nombreux travaux tendent actuellement & montrer
que l'oestradiol exerce une action de "feedback" positif au niveau hypo- -
physaire (fig. 11). Un effet stimulant des oestrogénes sur la sécrétion
d la fois, de LH et de FSH est constaté dans l'hypophyse au cours
d'expériences réalisées In VLVo et 1im Vitro sur des cellules hypophy-
saires en culture (FERLAND et Coll., 1976). La sensibilité de 1'hypo-
physe au LH-RH exogéne est maximale en prooestrus ainsi que le pouvoir
du LH-RH & augmenter la sensibilité des cellules hypophysaires & une
administration ultérieure de ce décapeptide (MARTIN et Coll., 1974 ;
AIYER et Coll., 1974 ; CASTRO-VAZQUEZ et McCANN, 1975). Ces manifesta-
tions présentent donc un caractére oestrogéno-dépendant (ARIMURA et
SCHALLY, 1971 ; AIYER et Coll., 1974). Cependant, le réle physiologi-
que exact de ces effets stimulants de l'oestradiol sur les cellules

gonadotropes du lobe antérieur n'est pas totalement élucidé.
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2) Sites de rétroaction négative et positive des oestrogénes

chez les primates.

La déconnexion chirurgicale compléte de 1'hypotha-
lamus médio-basal chez le singe rhésus (atteignant 1'éminence médiane,
le n. arqué, le n. ventromédian, le n. prémamillaire et le corps ma-
millaire mais excluant l'aire préoptique et la région suprachiasmati-
que) n'intervient pas sur les décharges pulsatiles de LH et de FSH ni

sur 1l'inhibition de leur sécrétion aprés traitement & 1'ocestradiol

(KREY et Coll., 1975). L'hypothalamus médio-basal, qui contient un grand

nombre de cellules oestrogéno-réceptrices, est vraisemblablement, comme

chez le rat, le site de"feedback'"négatif des oestrogénes.

Contrairement &4 ce qui se passe chez le rat, la dé-
connexion de 1'hypothalamus médio-basal chez le singe ne supprime pas
les décharges ovulatoires spontanées de LH et de FSH. Elle n'empéche
pas, non plus, la production de ces décharges gonadotropes quand elles
sont induites par les oestrogénes (KREY et Coll., 1975). Il résulte de
ces expériences que les composantes cérébrales du systéme de contrdle
qui gouvernent la sécrétion gonadotrope cyclique sont localisées dans
1'hypothalamus médio-basal. Le n. arqué, fortement marqué par l'oestra-
diol 3H, apparait comme la structure principale de ce contrdle hypo-

thalamique de la sécrétion gonadotrope & la fois tonique et cyclique

(fig. 11). PLANT et Coll. (1978) effectuent, chez le singe ovariectomi-
sé, des lésions électrolytiques qui, focalisées au n. arqué, provoquent
une chute brutale des taux de LH et de FSH dans le sérum pour atteindre
des niveaux non détectables et abolissent la rétroaction positive de
l'oestradiol. Par contre, la destruction incompléte du n. arqué produit
des effets moindres et si cette méme région est épargnée par la lésion,
la sécrétion de 1H et de FSH ne différe pas de celle des animaux con-
tréles. Il est possible que ces lésions du n. arqué,qui conduisent &
la suppression de la sécrétion gonadotrope, endommagent des neurones

qui pour certains d'entre eux sont oestrogéno-sensibles, et qui, soit
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sécrétent LH-RH, soit contrblent la sécrétion de cette gonadolibérine.
Notons toutefois que des lésions de 1'hypothalamus antérieur (NORMAN

et Coll., 1976) ou de déafférentation (KOYAMA et Coll., 1977) peuvent
empécher également l'ovulation chez le singe et affecter la réponse de

1H plasmatique au LH-RH.

KNOBIL et PLANT (1978) n'excluent pas la possibilité
d'une rétroaction positive et négative de l'oestradiol au niveau hypo-
physaire. Chez des animaux ovariectomisés porteurs de lésions du n. ar-
qué, pour qui de ce fait, la production de LH-RH endogéne est supprimée,
la sécrétion gonadotrope peut étre restaurée par l'injection répétée,
a4 intervalles régquliers, de Gn RH. Par ailleurs, la destruction de 1l'hy-
pothalamus médio-basal chez le singe rhésus (NAKAI et Coll.,1978) ,ne géne
pas la libération cyclique de gonadotropines lorsque 1'administration
en quantités suffisantes d'oestrogénes permet le déclenchement d'une
rétroaction positive au niveau hypophysaire. Les résultats d'expérien-
ces récentes de sections de la tige hypophysaire (FERIN et Coll., 1979)
suggérent que le foyer d'action des oestrogénes sur la cession gonado-
trope se situe dans l'hypophyse et que chez le singe, les oestrogénes
sont capables d'induire la sécrétion hypophysaire de LH et .de FSH & par-
tir d'une glande non soumise & une décharge préalable de gonadolibérines.
La radiocautographie révéle l'existence dans 1'hypophyse antérieure d'un
nombre important de cellules oestrogéno-sensibles susceptibles d'étre

impliquées dans cette rétroaction des oestrogénes.

Récemment, chez le singe écureuil, BARRY (1979 a)
suggére, sur la base de modifications 4'immunoréactivité des tractus
hypothalamiques & gonadolibérine, que le tractus préoptico-terminal &
LH-RH pourrait intervenir en sensibilisant les cellules gonadotropes
a la décharge préovulatoire de LH-RH dans le systéme porte-hypophysaire

(fig. 11}).



FIGURE 11

Schéma des mécanismes de commande de la cession portale
cyclique de LH-RH chez les mammiféres ~ Rétroactions des

oestrogénes.

AH (cg) : adénohypophyse (cellules gonadotropes) -

APO : aire préoptique - cph : circulation porte hypo-
physaire - HMB : hypothalamus médio-basal - OV : ovaire -
ovlt : organe vasculaire de la lame terminale -

P : primates - R : rongeurs -~ vs : Voie veineuse.

A : neurones classiques - o : neurones & LH-RH

1 -~ 2 : relations entre les différents neurones

..... » : sensibilisation des cellules gonadotropes a
la décharge portale de LEH-RH (dilution de

1H - RH dans vs : 1/500 par rapport & celle
dans cph : 1/1) (BARRY, 1979 a).

+ : Rétroaction positive ; = : Rétroaction négative

des oestrogénes.
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CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE

Le systéme nerveux central et 1'hypophyse ont le
pouvoir de concentrer et de retenir sélectivement 1'oestradiol 3H. La
bradioautographie apporte une information détaillée sur la distribution

topographique des cellules fixant cette hormone. Cette derniére est
incorporée au niveau de cellules cibles par des macromolécules récep-
trices intracellulaires, spécifiques, dont 1l'existence est démontrée

par voie biochimique.

Les cellules marquées sont généralement observées
dans des régions bien individualisées du cerveau. Chez les espéces
€tudiées, elles peuvent &tre regroupées en trois grandes zones : l'aire
préoptico~-striale , l'aire hypothalamique médio-basale et 1l'aire amygda-
lienne. La localisation de ces cellules est semblable chez les rongeurs
et les primates ; seules quelques différences dans 1l'intensité et 1'éten-
due du marquage apparaissent. La disposition des cellules oestrogéno~
sensibles suivant un axe septo-préoptico-hypothalamique est d'ailleurs
retrouvée chez d'autres vertébrés, des poissons aux mammiféres. Les ré-
gions, renfermant ces cellules, sont considérées comme des structures

primitives dans le développement phylogénétique du cerveau.

Il semble que la plus grande partie du marquage obte-
nu sur les radioautographies soit di & la fixation d'oestradiol 3H au

niveau des récepteurs cellulaires plutdt qu'a celle de ses métabolites.

L'oestradiol facilite la séquence d'événements qui
provoquent la décharge de LH a la fois, en augmentant le taux de LH-RH
sécrété et la sensibilité des cellules hypophysaires & libérer LH en
réponse & la gonadolibérine. Non seulement, les sites d'action des oes-
trogénes sur la régulation de la fonction gonadotrope ont été identifiés

par des techniques utilisant des stimulations,des lésions ou des implan-
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tations d'oestradiol mais également ceux intervenant dans le compor-
tement sexuel, la nutrition, la motricité. On constate que ces sites
d'action se situent, le plus souvent, dans les régions marquées par

radioautographie.

La fixation nucléaire obtenue témoigne en faveur d'une
action de l'hormone au niveau du génome. Le stéroide affecte vraisem-
blablement la fonction cellulaire en stimulant la synthése A'ARN et de
protéines. Des effets neuroendocrines et comportementaux produits par
les oestrogénes sont inhibés par des agents bloguant la synthése des
protéines. Par exemple, la décharge de LH induite par ces stéroides
peut étre bloquée par l'actinomycine D (JACKSON, 1972, 1973 ; KALRA,
1975) . L'oestradiol qui atteint le noyau du neurone, déclenche un si-
gnal qui provogque soit une augmentation, soit une diminution de 1l'ac-
tivité des génes. Ainsi, 1l'hormone est capable d'influencer le
fonctionnement de circuits nerveux, préalablement établis au cours du
développement, qui contrdlent, par exemple, le comportement sexuel ou

la sécrétion gonadotrope.



TROISIEME PARTIE

FIXATION DE PROGESTAGENES 3H AU NIVEAU DU
SYSTEME NERVEUX CENTRAL, DE L'HYPOPHYSE ET
DU TRACTUS GENITAL CHEZ LE COBAYE ET LE
RAT FEMELLES
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES - PROBLEMES POSES ET OBJECTIFS

I - LES RECEPTEURS DE LA PROGESTERONE DANS LE TRACTUS GENITAL DES

1) Démonstration biochimique de la présence de récepteurs

dans le tractus génital de différents rongeurs

La présence de protéines réceptrices spécifiques de
la progestérone est clairement démontrée dans 1'utérus de plusieurs
rongeurs : hamster (LEAVITT et BLAHA, 1972 ; LEAVITT et Coll., 1974),
souris (FEIL et Coll., 1972 ; PHILIBERT et RAYNAUD, 1973), rat (MILGROM
et BAULIEU, 1970 a ; FEIL et Coll., 1972 ; McGUIRE et BARISO, 1972 ;
PHILIBERT et RAYNAUD, 1973), lapin (McGUIRE et BARISO, 1972 ; RAO et
Coll., 1973 ; FABER et Coll., 1973 ; PHILIBERT et RAYNAUD, 1974 a ;
PHILIBERT et Coll., 1977), cobaye (FALK et BARDIN, 1970 ; MILGROM
et Coll., 1970, 1972a ; CORVOL et Coll., 1972 ; PHILIBERT et RAYNAUD,
1974 a ; FREIFELD et Coll., 1974 ; FEIL et BARDIN, 1975).

Dans le cytosol utérin du cobaye,ovariectomisé et
soumis aux oestrogénes, existe un systéme de liaison de la progestérone
de haute affinité et de capacité limitée, ayant un coefficient de sé-
dimentation de 6 ~ 7 S et 4 - 5 S en gradient de saccharose. Ce systé-
me de liaison répond aux critéres déterminés pour étre considéré comme
"récepteur" de l'hormone. Présent dans l'utérus (organe cible), il est
absent du plasma,du cytosol du rein, de 1l'intestin et du muscle (orga-
nes non cibles). Seuls les progestagénes peuvent entrer en compétition
avec les sites de liaison de la progestérone, excluant ainsi le cortisol,

la testostérone et l'oestradiol (MILGROM et Coll,, 1970).
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Dans l'utérus du rat, les recherches sur les ré-
cepteurs de la progestérone, principalement quantitatives (VU HAI et
MILGROM, 1978 a et b) sont devenues satisfaisantes lors de la décou-
verte d'un composé de synthése, le R5020, dont nous exposerons les
propriétés dans le paragraphe II, 2. Les problémes rencontrés par dif-
férents chercheurs, utilisant de la progestérone naturelle, sont dus
au fait que les complexes hormone-récepteur sont trés instables (FEIL
et Coll., 1972) et & 1'existence dans l'utérus du rat d'une globuline
liant les corticostéroides ("protéine like - CBG") et ayant une grande

affinité pour la progestérone (MILGROM et BAULIEU, 1970 a et b).

Il semble établi que l'action d'une hormone sur une
cellule cible est modulée non seulement par le taux de 1'hormone dans
le sang mais aussi par la concentration des récepteurs dans la
cellule cible. Les récepteurs utérins de la progestérone sont sous
un double contrdle hormonal : un contréle positif des oestrogénes qui
augmente la concentration des récepteurs par un mécanisme nécessitant
la synthése dA'ARN et de protéines et un contrble négatif de la proges-
térone elle-méme qui diminue leur concentration, probablement en rehaus-
sant son taux d'inactivation (MILGROM et Coll., 1973 ; FREIFELD et
Coll., 1974 ; LEAVITT et Coll., 1974 ; VU HAI et Coll., 1977). Cette
dualité dans la régulation explique les variations observées dans la
concentration des récepteurs durant le cycle oestral et la gestation.
Ces variations ont été observées pour le récepteur cytosolique chez
le cobaye (MILGROM et Coll., 1972b) et pour le récepteur cytosolique
et nucléaire chez le rat (VU HAI et Coll., 1978).

2) variations dans la concentration des récepteurs de la

progestérone au cours du cycle cestral et lors de 1'im-

plantation chez le cobaye

Chez le cobaye, la constante d'affinité du récepteur
pour la progestérone ne change pas durant le cycle oestral mais des

variations importantes sont observées dans la concentration des sites
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de liaison du récepteur cytosoluble (MILGROM et Coll., 1972b). Celle-ci

est maximale en prooestrus (environ 40.000 sites de liaison par cellu-
le) puis diminue progressivement pendant 1l'cestrus (20.000 sites) et

le postoestrus ou métoestrus (12.000 sites) pour atteindre une valeur

16 fois moindre en dioestrﬁs (fig. 12). Parallélement des changements
dans le coefficient de sédimentation (mesuré en gradient de saccharose)
sont constatés : la composante de liaison du récepteur 6 - 7 S est
présente pendant le prooestrus, les liaisons © - 7 S et 4 - 5 S existent
a parties égales en oestrus tandis que la liaison 4 - 5 S prédomine en

métoestrus et devient la seule forme détectée en diocestrus.

Il n'est pas possible de différencier les animaux
gestants de 3 & 7 jours des animaux non gestants par la concentration
et le coefficient de sédimentation des récepteurs de la progestérone
(fig. 12). Ainsi l'implantation prend place au moment oG la concentra-
tion des récepteurs est trés basse ce qui laisse supposer que l'implan-

tation est contrdlée par la progestérone sécrétée antérieurement.

ITI - LES RECEPTEURS DE LA PROGESTERONE DANS LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL

1) Tentatives de mise en é&vidence des récepteurs dans le

systéme nerveux central et 1'hypophyse.

Aprés injection de progestérone 3H & différents
rongeurs (rat, cobaye, souris, hamster) 1l'hormone pénétre rapidement
dans le cerveau et est retenue dans plusieurs régions & des concentra-
tions supérieures a celles trouvées dans le plasma, mais nettement in-
férieures a celles mesurées dans 1l'utérus (LAUMAS et FAROOQ, 1966 ;
SEIKI et Coll., 1968, 1969 ; WHALEN et LUTTGE, 1971 a ; WADE et FEDER,
1972 a et b ; LUTTGE et Coll., 1973, 1974 ; WADE et Coll., 1973 ;
WHALEN et GORZALKA, 1974). D'aprés ces résultats, peu de différences
apparaissent dans 1'accumulation de progestérone 3H entre 1'hypophyse

et les différentes régions cérébrales & 1l'exception d'une concentration
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plus élevée dans certaines aires mésencéphaliques (SEIKI et Coll.,
1968, 1969 ; WHALEN et LUTTGE, 1971 a ; WADE et FEDER, 1972 a et b ;
LUTTGE et Coll., 1973, 1974 ; WADE et Coll., 1973 ; WHALEN et
GORZALKA, 1974) et d'une rétention prolongée de progestérone radio-
active dans 1'hypophyse et l'éminence médiane (SEIKI et Coll., 1975).
Le traitement aux oestrogénes chez les animaux, soit ovariectomisés,
soit a la fois surrénalectomisés et ovariectomisés, ne semble pas
affecter 1l'accumulation nerveuse et hypophysaire de progestérone 3H
(WHALEN et LUTTGE, 1971 b ; WADE et FEDER, 1972 a ;. WHALEN et GORZALKA,
1974 ; LUTTGE et Coll., 1974). Par contre, WHALEN et LUTTGE (1971 a et
b) , WHALEN et GORZALKA (1974)rapportent que la surrénalectomie chez

le rat provoque une augmentation des taux de radioactivité a la fois
dans le plasma et dans le cerveau aprés injection de progestérone 3H.
Cet effet n'est pas observé chez la souris (LUTTGE et Coll., 1973).

Le cerveau du cobaye retient plus fortement 1l'hormone radioactive que

celui du rat (WADE et Coll., 1973).

Les tentatives de mise en évidence des sites de
liaison spécifique & capacité limitée’ pour la progestérone sont nom-
breuses, mais les résultats obtenus sont trés controversés. SEIKI et HATTORI
(1973) SEIKI et Coll., (1977)affirment l'existence de récepteurs spécifiques
de la progestérone dans la fraction cytosoluble de 1'hypothalamus médio-
basal et de 1'hypophyse chez les rats ovariectomisés soumis aux oestro-
genes. De méme, IRAMAIN et Coil., (1973) signalent la présence d'une
protéine liant la progestérone avec une grande affinité et une capacité
élevée dans l'hypophyse antérieure et l'hypothalamus chez le cobaye et
le lapin. Une étude radiocautographique, effectuée par SAR et STUMPF
(1973) montre une fixation nucléaire dans des neurones de 1l'aire hypo-
physiotrope chez le cobaye aprés injection de doses élevées de proges-
térone 3H. Néanmoins, ces mémes auteurs n'observent pas de marquage lors
d'expériences similaires chez le rat (STUMPF, 1971 b). Des résultats con-

tradictoires sont également relatés par KATO (1975), McEWEN et Coll.,

(1976) et McEWEN (1976 b) qui n'obtiennent pas de rétention nucléaire
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significative de progestérone 3H chez le rat ovariectomisé, ou ovariec-
tomisé et surrénalectomisé, soumis aux oestrogénes. Chez le cobaye,
WADE et FEDER (1972 a) constatent que le prétraitement & la progestérone
froide n'altére pas la concentration de l'hormone radioactive dans les
différentes structures cérébrales. ATGER et Coll. (1974) ne réussissent
pas & démontrer des sites de liaison de haute affinité pour cette hor-
mone dans le cytosol de l'hypophyse et de 1l'hypothalamus. Les raisons
qui peuvent expliquer les difficultés & identifier les récepteurs de

la progestérone sont les suivantes : la présence d'une globuline liant
les corticostérolides et interférant avec la progestérone, l'instabilité
des complexes hormone-récepteur formés, la production importante de
métabolites de la progestérone et probablement la petite quantité de

récepteurs existants dans ces régions.

2) Découverte d'un composé de synthése, le R5020 permettant

la mise en évidence des récepteurs de la progestérone

Un marqueur spécifique des récepteurs de la proges-
térone, le R5020 (promégestone)} a été synthétisé par PHILIBERT et
RAYNAUD (1973, 1974 a et b). Il a l'avantage de ne pas se fixer spéci-
fiquement a la globuline liant les corticostéroides du plasma. De plus,
le R5020 forme avec le récepteur des progestagénes un composé plus sta-
ble, se dissociant plus lentement que la progestérone naturelle (RAYNAUD,
1977). L'analyse en gradient de densité de saccharose de l'extrait cy-
tosoluble utérin incubé avec du R5020 3H permet de montrer la présence
d'un composé spécifique des progestagénes de 7 - 8 S, identique chez
plusieurs espéces : rat, souris (PHILIBERT et RAYNAUD, 1973), lapin,
cobaye (PHILIBERT et RAYNAUD, 1974 a) et homme (PHILIBERT et RAYNAUD,
1974 b). Le R5020 3H se lie sélectivement au récepteur des progestagénes
dans 1l'utérus, l'hypophyse et l'hypothalamus du rat avec des constantes
de dissociation intrinségques comparables ; mais, le nombre de sites de
liaison spécifique varie considérablement selon le tissu cible

(MOGUILEWSKY et RAYNAUD, 1977, 1979). Les progestagénes puissants
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tels que le norgestrel et la norprogestérone ont un effet compétitif
sur la liaison du R5020 3H tandis que les autres types de stéroides
(oestradiol, testostérone, aldostérone et dexaméthasone) n'ont que
peu ou pas d'effet (RAYNAUD, 1977). Comme la plupart des dérivés pré-
gnane, le R5020 est hautement spécifique n'entrant en compétition,

presque exclusivement, qu'avec le récepteur des progestagénes,

III - ACTION DE LA PROGESTERONE SUR LA SECRETION GONADOTROPE

La progestérone exerce une influence biphasique
4 la fois facilitante et inhibitrice sur la décharge des gonadotropi-

nes chez la femelle des rongeurs.

1) Influence facilitante

EVERETT (1948) démontre que la progestérone adminis-
trée le 3éme jour du dioestrus a des rates ayant un cycle oestral de
5 jours, avance 1l'ovulation d'environ 24 heures. Comme cet effet est
dépendant de la période du cycle, le taux d'oestradiol endogéne est un
facteur important pour un déclenchement précoce de l'ovulation par la
progestérone. L'effet synergique de cette hormone sur l'ovulation est
confirmé chez des rates adultes traitées aux oestrogénes pendant une

période suffisante (ZEILMAKER,1966 ; DOCKE et DORNER, 1966).

Parallélement & l'influence facilitante sur l'ovula-
tion, l'induction de la décharge de LH par la progestérone ne peut s'ac-
complir qu'aprés une période adéquate d'imprégnation ocestrogénique., La
progestérone, donnée a des rates en fin de dioestrus ou en prooestrus
{(quand les taux d'oestrogénes sont élevés) provogque une augmentation du
taux plasmatique de LH,6 heures aprés l'injection (NALLER et Coll.,
1956) . Chez des rates ovariectomisées, traitées aux oestrogénes pendant

2 4 4 jours, elle induit une libération plasmatique de LH au cours des



2 heures suivant son injection (CALIGARIS et Coll., 1971b).

2) Influence inhibitrice

Deux types d'inhibition désignés par les anglo-saxons
sous les noms de "concurrent" inhibition et "sequential” inhibition sont

observés (FEDER et MARRONE, 1977).

La "concurrent" inhibition que 1'on peut nommer
inhibition simultanée, se produit avant que le conditionnement aux
oestrogénes des tissus nerveux soit terminé et s'accompagne de taux é-
lévés de progestérone dans la circulation. Si la progestérone est ad-
ministrée a des cobayes (DEMPSEY et Coll., 1936) ou & des rats (EVERETT,
1948) avant que la période de traitement aux oestrogénes soit suffisante,
elle va exercer des effets inhibiteurs. Ces derniers se traduisent
par un allongement du cycle oestral ce qui laisse supposer un retard

dans la cession préovulatoire de LH,

La "sequential" inhibition que 1l'on peut appeler
inhibition consécutive ou résultante se manifeste quand le conditionne-
ment aux oestrogénes est achevé et s'accompagne de taux bas de proges-
térone endogéne. Si, la progestérone chez des rats ovariectomisés ,
soumis pendant trois jours aux ocestrogénes, provogue une rapide augmen-
tation des taux de LH, 24 & 40 heures aprés son injection, les taux de
LH baissent légérement au-dessous de ceux observés chez les animaux
témoins n'ayant pas regu de progestérone. De plus, durant cette période
ces animaux sont réfractaires a une autre dose de progestérone en ce

sens gu'ils ne répondent pas par une seconde décharge de LH (CALIGARIS

et Coll., 1971Db).
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IV - ACTION DE LA PROGESTERONE SUR LE COMPORTEMENT SEXUEL

I1 est montré expérimentalement que la progestérone
exerce €galement des influences facilitantes et inhibitrices sur le

comportement sexuel femelle chez les rongeurs.

1) Influence facilitante

Chez des animaux ovariectomisés, la réceptivité sexuel-
le peut se manifester si ces animaux sont soumis & une thérapeutique
appropriée de remplacement des hormones ovariennes : 1' oestradiol
et la progestérone. La réceptivité sexuelle est définie par une atti-
tude comportementale particuliére de la femelle qui se caractérise, en
réponse & une stimulation génitale, par la lordose : courbure anormale
4 convexité antérieure de la colonne vertébrale (conférer MORALI et
BAYER, 1979). La lordose commence environ 2 & 4 heures aprés une seule
injection de progestérone chez des rats (BOLING et BLANDAU, 1939) des
souris (RING, 1944) des cobayes (EATON et Coll., 1975) ovariectomisés
soumis aux oestrogénes 24 & 48 heures auparavant. La progestérone faci-
lite la lordose du fait aussi qu'elle permet une réduction de la dose
d'oestrogéne nécessaire & l'induction d'un effet comportemental (WHALEN,
1974) . Ces effets facilitants de la progestérone sur le comportement
sexuel se retrouvent au cours du cycle oestral chez plusieurs rongeurs.
Une brutale augmentation de progestérone plasmatique est enregistrée
en début de lordose chez le rat (FEDER et Coll., 1968 b) et le cobaye
(FEDER et Coll., 1968 a). Cette élévation du taux de progestérone prend

place 24 heures au moins aprés le déclenchement de la sécrétion d'oes-

trogénes (NAFTOLIN et Coll., 1972).

Les conclusions de l'ensemble des travaux sur le
sujet expriment 1'idée que les effets facilitants de la progestérone

sur le comportement sexuel femelle des rongeurs dépendent d'un condi-
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tionnement préalable de 24 & 48 heures des tissus nerveux par les
oestrogénes (SODERSTEN et HANSEN, 1977 ; HANSEN et SODERSTEN, 1978).
Mais, si la progestérone est administrée avant que la durée de 1l'im-
prégnation oestrogénique soit suffisante, 1l'influence inhibitrice de
la progestérone s'exerce sous les deux formes préalablement citées

(MARRONE et Coll., 1977).

2) Influence inhibitrice

Si 1'on soumet des rats (EDWARDS et Coll., 1968)
ou des cobayes (GOY et PHOENIX, 1965) ovariectomisés a& un traitement
simultané,ou presque,d'oestrogéne et de progestérone a des doses
appropriées, le phénoméne de lordose se manifestera peu ou pas chez
ces animaux. Cet effet d'inhibition "simultanée" est dépendant de la
dose d'hormone., Il se retrouve a certaines périodes de la gestation
chez le rat, quand les taux de sécrétion de progestérone sont élevés.
Un traitement sequentiel d'oestrogéne et de progestérone est alors
incapable d'induire la lordose (POWERS et ZUCKER, 1969). Cette inhi-
bition se constate également chez des cobayes normaux a4 qui 1l'on donne
de l'oestradiol puis de la progestérone. La lordose se produit 36
heures plus tard sauf guand le traitement hormonal débute pendant cer-
taines périodes de la gestation ou pendant deux stades du cycle oes-
tral.L'un de ces stades est la phase lutéale quand des quantités im-
portantes de progestérone sont sécrétées simultanément & l'injection
d'oestrogéne (GOY et Coll., 1966). L'autre est le postoestrus
lorsqgue la lordose s'est manifestée sous l'influence des propres sé-
crétions hormonales de l'animal. Il semble que cet état réfractaire
du postoestrus soit causé par cette méme progestérone qui facilite
l'expression de la lordose et gui par la suite,déclenche une période
transitoire de non réponse & une stimulation hormonale ultérieure du
comportement sexuel (ZUCKER, 1968). Dans ce dernier cas, l'inhibition
est "consécutive" ou "résultante" (POWERS et MOREINES, 1976). Ce type

d'inhibition peut également s'observer chez des rats (BLAUSTEIN et WADE,



1977) ou de cobayes (ZUCKER, 1968) ovariectomisés, soumis a un traite-
ment séquentiel d'oestrogéne et de progestérone. La lordose persiste
alors pendant 8 heures mais, a la fin de la période de réceptivité,
elle ne peut pas &tre réinduite par une autre injection de progestérone
ou une autre séquence oestrogéne-progestérone ; cet état réfractaire

dure environ 36 heures.

Une similitude fondamentale apparaft entre ces
résultats expérimentaux,qui témoignent de l'influence facilitante et
inhibitrice de la progestérone sur la réceptivité sexuelle et ceux
précédemment reportés,qui démontrent les mémes influences sur la sé-

crétion gonadotrope.

V - PROBLEMES POSES ET OBJECTIFS

La progestérone a donc une influence biphasique &
la fois sur la décharge gonadotrope et sur la réceptivité sexuelle fe-
melle. Pour comprendre comment le systéme nerveux central peut, sous
l'action de ce stéroide, régulariser la réponse hormonale et la ré-
ponse comportementale, il est important de déterminer les régions cé-
rébrales qui interviennent dans ces mécanismes de contrdle. Sur ce point,
la radicautographie en permettant de localiser in situ les cellules ci-
bles & la progestérone, est l'une des techniques suéceptibles d'appor-~

ter des données essentielles.

L'examen de la bibliographie montre que la libéra-
tion de 1H et le phénoméne de lordose se produisent lorsque certaines
conditions hormonales sont réunies (soit:oestrogéne et progestérone
associés selon une séquence appropriée). La topographie des cellules
fixant les oestrogénes étant établie, il est intéressant de rechexcher
ensuite les cellules cibles & la progestérone. Afin de voir si les ré-

gions concernées par la fixation de l'oestradiol le sont également par

la progestérone, une comparaison de la localisation neurocanatomique



de ces deux catégories cellulaires s'avére nécessaire.

Nos premiéres recherches entreprises sur ce sujet
n'ont pas donné de résultats satisfaisants. Effectuées tout d'abord
chez le rat ovariectomisé, aprés injection de progestérone 3H, des
expériences ont été réalisées ensuite chez le rat ovariectomisé et
surrénalectomisé, soumis aux oestrogénes. Ces divers traitements sus-
ceptibles d'augmenter le nombre de récepteurs de la progestérone ne nous
ont pas permis pour autant d'obtenir un marquage spécifique. De nom-
breux chercheurs, utilisant des techniques biochimiques éprouvent
aussi des difficultés a mettre en évidence les récepteurs de la pro-
gestérone chez le rat ; les raisons de ces échecs sont vraisemblable-

ment celles précédemment exposées.

Puis, la présence de récepteurs spécifiques de la
progestérone est démontrée dans l'utérus chez le cobaye ovariectomisé
soumis aux oestrogénes (MILGROM et Coll., 1970, 1972a). Comme 1l'utérus
est formé de plusieurs types cellulaires et que les techniques biochi-
miques ne tiennent pas compte de cette hétérogénéité mais caractérisent
les récepteurs & partir d'un homogénat de cellules, la question est
alors posée de savoir si les différentes populations cellulaires ren-
ferment des récepteurs de la progestérone. La radiocautographie permet

de répondre a cette question. Nous avons donc entrepris 1'étude radio-

autographique de l'utérus du cobaye aprés injection de progestérone 3H

(WAREMBOURG et MILGROM, 1971 ; WAREMBOURG, 1974). Nous avons vérifié
que 1l'incorporation de radioactivité visualisée par les grains d'argent
correspond bien, dans cet organe, & une interaction "hormone-récepteur"
spécifique de la progestérone selon les caractéristiques définies dans
la premiére partie de ce travail, soit : la spécificité tissulaire et

3

hormonale et la saturabilité (WAREMBOURG, 1974).

14
D'aprés plusieurs auteurs (conférer RASPE, 1971)
le récepteur est présent dans le cytoplasme ol il peut lier 1'hormone
a 0°C, tandis que le transfert du complexe hormone-récepteur au noyau

n'est observé qu'a température plus élevée. Pour vérifier cette hypo-



thése des expériences in vitro d'incubations d'utérus d 0°C et & 37°C

ont été tentées (WAREMBOURG, 1974).

Par la suite, les mesures quantitatives du récepteur
de la progestérone dans l'utérus chez le cobaye révélent des variations
de la concentration des récepteurs au cours du cycle oestral (Paragra-
phe I, 2). On peut alors se demander si ces modifications de concentra-
tion observées sont dues a des changements moléculaires au niveau de
cellules individuelles ou a des variations au niveau d'une population
cellulaire. Sur ce point encore, la radioautographie peut apporter la
solution, ce qui nous dicte l'objectif suivant : effectuer 1l'étude

radioautographique du tractus génital du cobaye au cours du cycle oes-

tral aprés injection de progestérone 3H (WAREMBOURG et MILGROM,
1977 ; VU HAI et Coll., 1977).

Au cours des expériences précédentes, nous avons Sys-
tématiquement prélevé les cerveaux des cobayes injectés de progestérone
H. Aprés avoir subi la technique radioautographique simultanément au
tractus génital, les cerveaux ont été examinés. Hélas, les résultats
de nos observations ont été trés décevants. SAR et STUMPF (1973) réus-
sissent cependant a détecter des cellules marquées dans l'hypothalamus
chez le cobaye ovariectomisé soumis aux oestrogénes, aprés injection
d'une dose massive de progestérone 3H (soit 10 fois celle que nous uti-
lisions). Afin de confirmer ces résultats, nous avons décidé de repren-

dre 1l'étude radioautographique du systéme nerveux central chez le co-

baye aprés injection d'une forte dose de progestérone 3H (WAREMBOURG,
1978 a et b).

Récemment, les problémes rencontrés dans les études
sur le récepteur de la progestérone chez le rat, ont été résolus par
l'apparition de ce margqueur spécifique, le R5020 3H. Ce composé de syn-
thése, avec les avantages qu'il présente, nous a permis de localiser

les cellules cibles aux progestagénes dans le systéme nerveux central,

1'hypophyse et le tractus génital chez le rat ovariectomisé, soumis

aux oestrogénes. La double spécificité tissulaire et hormonale et la
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capacité relativement faible, critéres qui permettent de distinguer
la spécificité de la liaison d'une hormone aux récepteurs,ont été

mises en évidence (WAREMBOURG, 1978 c et d).
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R E 8 U L T A T S

I - FIXATION AU NIVEAU DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET DE L‘'HYPOPHYSE

. s ; . 3
1) Etude chez le cobaye aprés injection de progestérone "H

L'étude porte sur 5 cobayes Hartley femelles, matures
(300-350 g). Les animaux sont ovariectomisés 13 & 21 jours avant 1'ad-
ministration de 1l'isotope et durant les 5 jours précédant celle-ci, ils
regoivent une dose quotidienne , sous-cutanée, de 10 pg d' cestradiol-
17 B dissous dans 0,2 ml d'huile de sésame. Une mCi de progestérone
3H-1, 2, 6, 7 (activité spécifique : 103 Ci/m mole), est injectée aux
animaux qui sont tués par décapitation 30 mn aprés. Cerveaux et hypo-
physes sont rapidement prélevés. La durée d'exposition des radioauto-

graphies est de 140 & 160 jours.

Aprés l'injection d'une forte dose de progestérone
3 , . . . 3 .
H chez le cobaye ovariectomisé, soumis aux oestrogénes, la réaction

radioautographique prédomine sur la zone nucléaire de certains neurones.

Ces derniers sont localisés dans des noyaux anatomiquement bien indivi-
dualisés, dans deux régions séparées (fig. 13). Il faut cependant signa-
ler que, suite probablement & la dose massive de traceur utilisé , le
bruit de fond sur les radioautographies est relativement important et

que des images de marquage non spécifique peuvent étre observées.



FIGURE 13

Distribution des cellules marquées (représentées par des points
noirs) dans le cerveau chez le cobaye aprés injection de proges-

. 3
téxone H.

a : Coupe sagittale

b et ¢ : Coupes frontales.

AA : aire amygdalienne antérieure - abl ; n. amygdalien latéral
aco :n. amygdalien cortical - AH : lobe antérieur de 1'hypophyse
am : n. amygdalien médian - ar : n. arqué - CA : commissure
antérieure - CC : corps calleux - CL : claustrwn - CO : chiasma
optique - dm : n. dorsomédian - F : formix - ha : aire hypotha-
lamique antérieure - HI : hippocampe - hp : aire hypothalamigque
postérieure — mm : n, mamillaire - N : lobe nerveux de 1'hypo-
physe - pm : n. prémamillaire ventral - pom : n. préoptique
médian - pop : n. préoptique périventriculaire - posc : N. pré-
optique partie suprachiasmatique - pv : n. paraventriculaire -
sc¢ : n, suprachiasmatique - sl : n. septal latéral - sm : n.
septal médian - st : n. interstitiel de la strie terminale -

TD : tractus diagonal de Broca - Th : thalamus - vm : n. ventro-

médian.



imm
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a) Systéme nerveux central

o) Aire préoptique

Un marquage nucléaire significatif est observé au
niveau de l'aire préoptique. Les régions entourant le récessus préopti-
que : créte supraoptique et partie suprachiasmatique du n. préoptique,
renferment le plus grand nombre de neurones marqués (fig. 13 a et b).
Ces derniers viennent se confondre avec la bande de cellules marquées
du n. préoptique périventriculaire (fig.13b et fig. 14 a et b) qui bor-
dent le 3éme ventricule. Les autres noyaux des régions septo-préoptique

et préoptique ne présentent pas de marquage spécifique.

B) Hypothalamus médio-basal

pDes cellules moyennement & fortement marguées sont
réparties dans l'ensemble du n. arqué (fig. 13 c et fig. 14 c et d).
Elles sont plus nombreuses dans la partie ventro-latérale du noyau et
autour du récessus infundibulaire. Quelques neurones légérement marqués
peuvent étre occasionnellement observés dans le n. ventromédian et le
n. prémamillaire ventral. Les structures antérieures et postérieures

de l'hypothalamus ne montrent pas de marquage nucléaire spécifique.

b) Hypophyse

La rétention de radioactivité est plus importante
dans le lobe antérieur que dans les lobes nerveux et intermédiaire. La
localisation des grains d'argent n'est pas toujours intracellulaire ;
ils sont souvent largement dispersés sur la totalité du lobe. Il est
difficile de dire si un type cellulaire capte préférentiellement 1'hor-

mone marquée et de fagon significative.



FIGURE 14

Radiocautographies du cerveau chez le cobaye aprés injection de

= 3
progestérone H

a et b : Cellules marquées du n. préoptique périventriculaire

(a x 800) (b x 1300).

c et d : Cellules marquées du n. arqué (a x 800) (b x 1300).
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2) Etude chez le rat aprés injection de R5020 3H

Dix rats femelles matures Wistar (120-150 g) sont
ovariectomisés 7 a 10 jours avant 1'expérimentation. Durant les trois
jours précédant l'injection de 1'hormone marquée, ils regoivent une
dose sous-cutanée quotidienne de 5 ug d'oestradiol dans 0,2 ml d'huile
de sésame., Le quatriéme jour, 200 uCi de R5020 3H (17, 21 - diméthyl -

19 - nor prégna -~ 4,9 diéne - 3,20 dione - 3H - 6,7) (activité spéci-
fique : 56,5 Ci/m mole) sont administrés aux animaux. Ce stéroide nous

a été gracieusement fourni par J.P. RAYNAUD (Laboratoires Roussel -
Uclaf - Romainville). Six de ces animaux regoivent en plus 15 mn avant
l'injection de 1l'isotope, par voié sous—-cutanée, 3 mg de progestérone
non marquée (3 animaux) ou 3 mg de corticostérone non marquée (3 animaux)
dans 0,2 ml d'huile de sésame. Ils sont tués par décapitation 30 mn aprés
l'injection du R5020 3H. Le cerveau, l'hypophyse, le vagin, l'utérus

et un muscle strié de la patte sont rapidement disséqués. Les différen-
tes étapes de la technique radioautographique sont appliquées. Les ra-
diocautographies sont exposées 5 a 10 mois. Les schémas et l'identifi-
cation des structures sont faits selon 1l'atlas de KONIG et KLIPPEL
(1963).

Nos observations concernent les régions s'étendant
du télencéphale au mésencéphale antérieur. Une distribution similaire
3 oL

des cellules retenant le R5020 "H apparait chez tous les rats examinés.

La radiocactivité est concentrée dans le noyau de certains neurones

appartenant & des régions bien individualisées du systéme nerveux cen-
tral. Le bruit de fond observé sur les radioautographies au cours de
cette expérimentation est nettement plus faible que celui constaté sur
les radiocautographies effectuées chez le cobaye aprés injection de

3
progestérone H,
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a) Systéme merveux central

o) Régions du télencéphale et du septum

Dans le télencéphale, peu de cellules marquées sont
observées a'l'exception de quelques neurones dans les régions des iléts
de Calléja et du n. du tractus diagonal de Broca (fig. 15 a). Le n.
accumbens ainsi que les régions du septum ne renferment pas de cellules
cibles. Les structures limbiques telles que 1l'hippocampe, 1l'amygdale

et le cortex ne concentrent pas 1l'hormone marquée.

B} Aire préoptique

Dans l'aire préoptique, de nombreuses cellules re-
tiennent le traceur. Les plus antérieures s'observent dans la région
de l'organe vasculaire de la lame terminale. De nombreuses cellules
fortement marquées occupent la partie suprachiasmatique du n. préopti-
que, entourant le récessus préoptique (fig. 15 a et b). Elles voisinent
avec les cellules fortement marquées du n. préoptique périventriculaire
qui s'étend de part et d'autre du 3éme ventricule (fig. 15 b et fig.
16 a). Le n. préoptique médian fournit un contingent important de cel-
lules moyennement marquées. Les cellules de la région dorsale de ce
noyau jouxtent les quelques cellules faiblement marquées, dispersées
dans la partie postérieure sous-commissurale du n. interstitiel de la
strie terminale (fig. 15 a et b). Les n. préoptique latéral, suprachias-
matique, supracptique ne révélent pas de cellules cibles. Par contre,
quelques neurones marqués sont éparpillés sur toute 1l'étendue du n. pé-

riventriculaire hypothalamique (fig. 15 ¢).



FIGURE 15

Distribution des cellules marquées (représentées par des points

noirs) dans le cerveau chez le rat aprés injection de R5020 "H,

a : Coupe sagittale

b, ¢, d : Coupes frontales.

A : lobe antérieur de l'hypophyse - AA : aire amygdalienne
antérieure - ab : n. amygdalien basal - ac : n. noyau amygdalien
central - aco : n. amygdalien cortical - am : n. amygdalien
médian - ar : n. arqué - CA : commissure antérieure - CC : corps
calleux - CI : capsule interne - CO : chiasma optique -

F : fornix - FMT : faisceau mamillo-thalamique - fp ou PV : n.
paraventriculaire - ha : aire hypothalamique antérieure -

hd : n. dorsomédian - HI : hippocampe - hl : aire hypothalamigue
latérale - mm : corps mamillaire - N : lobe nerveux de 1l'hypo-
physe ~ pom : aire préoptique médiane - pop : n. préoptique
périventriculaire - posc : n. préoptique partie suprachiasmatique
pv : n., périventriculaire hypothalamique - sc : n. suprachiasma-
tigque ~ sl : n. septal latéral - sm : n. septal médian -

st : n. interstitiel de la strie terminale - TD : tractus diagonal -
TO : tractus optique - vm : n. ventromédian - vma : n. ventro-
médian partie antérieure - vmp : n. ventromédian partie posté-

rieure.



imm
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Y) Hypothalamus

Le n. ventromédian est la région du systéme nerveux
central et & fortiori de l'hypothalamus ol l'on observe la proportion
la plus €levée de cellules & marquage maximum (fig. 16 b et c). Ces
neurones sont nombreux et groupés dans les parties ventrale et latéro-
ventrale de ce noyau et sont disposés de telle fagon qu'ils forment une
région marquée en forme de croissant s'étendant jusqu'a l'aire sous-for-
nicale (fig. 15 c et d). Le n. arqué présente des cellules marquées
sur toute son étendue (fig.15 a et d) ; les plus fortement marquées
sont localisées dans sa région ventrale & proximité du n. ventromédian
et autour du récessus infundibulaire (fig. 17 a). En plus des cellules
marquées dispersées sur le parcours du n. périventriculaire hypothala-
migue, quelques neurones peuvent &tre occasionnellement observés dans
le n. paraventriculaire et dans la portion ventro-caudale de l'aire hy-
pothalamique latérale qui vient se confondre avec le n. ventromédian.
Dans 1'hypothalamus postérieur, le marquage est pratiquement nul,
trés faible autour du récessus mamillaire et dans le n. prémamillaire.

Quant au corps mamillaire il ne retient pas le traceur.

b) Hypophyse

Le lobe antérieur de 1l'hypophyse retient spécifique-
ment le traceur tandis que les lobes postérieur et nerveux sont dépour-
vus de radiocactivité (fig. 15 a). Les cellules marguées au niveau
nucléaire dans la préhypophyse sont soit isolées, soit par groupes de
2 & 3 et voisinent avec des cellules non marquées (fig. 17 b). On
constate que le ou les types cellulaires retenant l'hormone tritiée
gue nous ne pouvons pas identifier par la coloration au vert de méthyle

pyronine possédent,le plus souvent, un gros noyau.



FIGURE 16

Radicautographies du cerveau chez le rat aprés injection de

R5020 3H.

a : Cellules marquées du n., préoptique périventriculaire (G. X 830).

b : Cellules marguées du n. ventromédian, partie latéro-ventrale.
Cette photo a été prise avec éclairage en fond noir : les cel-

lules marguées apparaissent en blanc. (G. X 130).

c : Méme région que b agrandie (G. X 830).

Noter le marquage trés intense sur ces neurones.
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c) Expériences de_compétition

3 -
a) R5020 H et corticostérone non margquée

Un excés de corticostérone non radicactive injectée
. 3
15 minutes avant le R5020 "H n'a pas d'effet apparent sur le marguage
nucléaire des cellules cibles au R5020 3H dans les structures nerveuses

(fig. 18 a) et hypophysaires préalablement décrites.

3
B) R5020 H et progestérone non marqguée

Par contre, la présence de progestérone non radioacti-
ve injectée 15 minutes avant le R5020 3H diminue considérablement la
concentration nucléaire de radioactivité dans les cellules cibles du
cerveau (fig. 18b) et de 1'hypophyse. Les grains d'argent sont alors

répartis sur les espaces intercellulaires.

IT - FIXATION AU _NIVEAU DU_TRACTUS GENITAL

1) Etude chez le cobaye ovariectomisé aprés injection et

s ; < 3
aprés incubation avec la progestérone H

L'étude porte sur 30 cobayes Hartley, femelles
matures de 300 & 400 g ovariectomisés 10 & 21 jours avant 1l'expérimen-
tation. Durant les 3 jours précédant celui du sacrifice, les animaux
regoivent par voie sous-cutanée une dose quotidienne d' oestradiol

(5 ug)dans 0,2ml d'huile de sésame.

Pour les expériences 7n vivo, 15 animaux regoivent
- . : < 3 i c s
une injection de 100 pCi de progestérone H-1, 2 (activité spécifique :
33,5 Ci/m mole). Quatre d'entre eux regoivent simultanément & l'injec-

tion du traceur, une injection sous-cutanée de 10 mg de progestérone



FTIGURE 17

(en haut)

Radioautographies du cerveau et de 1l'hypophyse chez le rat aprés

injection de R5020 3H

a : Cellules marquées du n. arqué. % lumiére du 3éme ventricule
(G. X 810).

b : Marquage nucléaire des cellules de 1l'hypophyse antérieure
(G. X 1330).

FIGURE 18

(en bas)

Radioautographies de la région latérale du n. ventromédian (G. X 660).

. . 3 5 . <
a : aprés injection de R5020 "H et d'un excés de corticostérone
non marguée,
. . 3 « -
b : aprés injection de R5020 "H et d'un excés de progestérone non

marquée.
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non marquée et six autres une injection de 25 mg de cortisol non mar-
qué. Trente minutes apr¢s ces injections, les animaux sont tués par dé-
capitation. L'utérus (cornes utérines, endocol), un muscle de la patte

et l'intestin sont prélevés et congelés.

En ce qui concerne les expériences in Vitro les cor-
nes utérines de 15 animaux ovariectomisés et soumis aux oestrogénes sont
coupées longitudinalement en petites sections de 4 x 5 mm. Chaque sec-
tion est incubée dans 3 ml de milieu 199 (Laboratoires Difco) contenant
la progestérone 3H (5 nM). Parmi les cornes utérines des 15 animaux, 8
sont incubées pendant 30 mn & 37°C et les 7 autres pendant 1 h & 60°C.

Aprés l'incubation, les sections sont rapidement rincées dans du milieu

ne contenant pas d'hormone marquée et sont congelées.

La technique radioautographique est pratiquée sur
ces différentes piéces congelées. La durée d'exposition des radioauto-
graphies est pour les expériences 7in vZvo de 46 & 110 jours et pour les

expériences in vitro de 74 & 165 jours.

a) Expériences in vivo

. . . 3
a) Aprés injection de progestérone “H

~ Cornes utérines et endocol

Au niveau des cornes utérines, une importante ré-
tention d'hormone marquée est observée dans l'endométre et le myométre.
Dans ce dernier, bien que 1l'ensemble des fibres musculaires concentrent
la radiocactivité, un marquage plus intense est trouvé sur les fibres
musculaires externes. Les grains d'argent sont,le plus souvent,concen-
trés sur la zone nucléaire de ces fibres (fig. 19 a). Dans l'endométre,
la plupart des petites cellules arrondies du stroma sont marquées (fig.
19 b) . Etant donné la petite taille du cytoplasme de ces cellules, il

est difficile de dire si la rétention d'hormone se produit au niveau



FIGURE 19

Radioautographies d'utérus (a - c) et d'organes non cibles

(d et e) chez le cobaye aprés injection de progestérone 3H.

a : Myométre (G. X 650). La fléche indique la concentration
des grains d'argent sur le noyau des fibres musculaires.

b : Cellules marquées du stroma de 1l'endométre (G. X 560).

¢ : Epithélium de surface de 1l'endométre (G. X 560}.
La fléche indique la concentration de la radiocacti-
vité sur la zone nucléaire des cellules épithéliales.

d : Muscle strié de la patte (G. X 560).

e : Intestin (G. X 560). Les grains d'argent sont répartis

sur l'ensemble du tissu.
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nucléaire. Dans 1'épithélium de surface, le marquage est principale-
ment localisé sur la région basale des cellules cylindrigques hautes
(fig. 19 ¢) ; il est nettement plus important qu'au niveau des cellules
de 1'épithélium glandulaire qui capte trés peu le traceur. Parmi les
différentes régions de l'endométre, l'importance du marquage se preé-
sente donc selon un ordre décroissant, de 1la fagon suivante : cellules

du stroma, épithélium de surface, épithélium glandulaire.

L'observation de l'endoccl donne des résultats iden-
tiques. Pour une méme catégorie cellulaire, un marquage similaire &

celui des cornes utérines est constaté.

Aucune rétention spécifique de progestérone 3H
n'est observée sur le muscle strié de la patte du cobaye (fig. 19 d).
Les quelques grains d'argent qui apparaissent par endroits corres-
pondent vraisemblablement & des vaisseaux sanguins qu'il est diffi-
cile de visualiser, méme en contraste de phase, sur des coupes faites

au cryostat.

L'intestin présente un marquage notable (fig. 19 e)
mais sans localisation spécifique des grains d'argent sur le noyau ou

le cytoplasme des cellules.

B) Expériences de compétition

Aprés injection simultanée de progestérone 3H et d'un
excés de cortisol non marqué, le marquage est similaire en intensité
et en localisation & celui précédemment décrit aprés injection de pro-
gestérone 3H seule, au niveau du myométre (fig. 20 a) et de l'endométre

(fig. 20 b) des cornes utérines et de l'endocol.



FIGURE 20

Radioautographies d'utérus chez le cobaye.

. a , < 3 <
a et b : Aprés injection de progestérone H et d'un excés de

cortisol non marqué.

a : Myométre : noyaux marqués des fibres musculaires

externes (G. X 560)

b : Endométre : cellules marquées du stroma (G. X 560).

s e . < 3 .
c et d : Aprés injection de progestérone H et d'un excés de

progestérone non marquée.

¢ : Myométre : la plupart des grains d'argent sont

localisés & l'extérieur des noyaux des fibres

musculaires (G. X 560).

d : Endométre : les grains d'argent sont situés dans les

espaces intercellulaires (G. X 560).
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En présence d'un excés de progestérone non marquée,
le marquage est remarquablement diminué au niveau de l'utérus. La plu-
part des grains d'argent sont localisés en dehors de la zone nucléaire
des fibres musculaires du myométre (fig. 20 c¢) et & l'extérieur des

cellules du stroma de 1l'endométre (fig. 20 4).

b) Expériences in yitro : incubations

Aprés incubation de 1l'utérus & 0°C, aucune concen-
tration de radiocactivité n'est trouvée dans les différentes régions

des cornes utérines et de 1'endocol.

A 37°C, un léger marquage se rencontre sur les
noyaux de quelques cellules de 1'épithélium de surface. L'endométre

et le myométre sont dépourvus de radioactivité,

2) Etude chez le cobaye au cours du cycle cestral aprés

injection de progestérone 3H

Pour cette étude, 25 cobayes Hartley, femelles ma-
tures de 300 & 400 g sont utilisés. Les animaux sont suivis quotidien-
nement par 1'examen des frottis vaginaux. Les 25 cobayes qui servent
4 cette expérimentation sont sélectionnés, parmi d'autres, aprés avoir
observé chez eux au moins 2 cycles normaux. Le cycle oestral est divisé
en prooestrus, oestrus, métoestrus, dioestrus I (1 - 4éme jour de fer-
meture vaginale, diocestrus II (5 - 7éme jour) et dicestrusIII(8 - 10éme
jour) selon la thése de LEONARDELLI (1961). Pour chague période du cy-
cle, le nombre d'animaux est le suivant : 7 en prooestrus, 5 en oestrus,
5 en métoestrus, 5 en diocestrus. De plus, 3 animaux sont ovariectomisés

entre le dioestrus I et le diocestrus II (4 au 5éme jour de fermeture vagi-

nale) et sont injectés avec la progestérone 3H 24 heures plus tard.



FIGURE 21

(en haut)

Localisation de la radioactivité dans les cellules glandulaires
et dans les cellules du stroma des cornes utérines aprés injec-

tion de progestérone 3H (G. X 530).

a : en prooestrus
b : en oestrus
¢ : en métoestrus

o

en dioestrus.

F I GURE 22

(en bas)

Localisation de la radioactivité dans 1l'épithélium de surface

des cornes utérines (G. X 530).

a : en prooestrus
b : en oestrus

¢ : en métoestrus
d : en dioestrus.
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Tous les cobayes regoivent une injection de 100 uCi de progestérone 3H-—
1,2 (activité gpécifique : 33,5 Ci/m mole) et sont tués par décapitation
30 mn aprés l'injection. Les cornes utérines, l'endocol et le vagin

sont prélevés, sectionnés en petites piéces et rapidement congelés. La
durée d'exposition des radioautographies est de 150 jours environ. Les

comptages de grains d'argent sont faits manuellement sur photographies.

Les différents types cellulaires des cornes utérines,
de l'endocol et du vagin sont examinés au cours du cycle oestral aprés
injection de progestérone 3H. Le tableau II,qui donne le nombre moyen
de grains d'argent par cellule dans ces tissus, fournit une estimation

relative de 1l'intensité du marquage.

a) Au_cours du cycle oestral aprés injection de progestérone %y

a) Cornes utérines

~- Endométre (fig. 21 et 22)

En prooestrus et en oestrus, un grand nombre de cel-
lules du stroma montrent un marquage intense (fig. 21 a et b). Aprés
comptage, le nombre de grains d'argent sur les cellules épithéliales
de surface (fig. 22 a et b) est légérement supérieur & celui obtenu sur
les cellules glandulaires (fig. 21 a et b ; tableau II). En métoestrus,
beaucoup moins de matériel radioactif est observé sur les cellules du
stroma (fig. 21 c¢). En dioestrus, quelques grains d'argent trés large-
ment dispersés peuvent encore apparaitre (fig. 21 d) mais la concentra-
tion de radiocactivité dans les différentes structures de 1l'endométre

des cornes utérines est loin d'étre comparable & celle trouvée dans les

mémes régions en prooestrus (tableau II).

Le marquage est trés similaire a celui du myométre

de 1l'endocol décrit ci-apreés.



FIGURE 23

(en haut)

Localisation de la radiocactivité dans les cellules glandulaires
et les cellules du stroma de 1'endocol aprés injection de proges-

térone 3H (G. X 530).

a : en prooestrus
b : en oestrus

c : en métoestrus
d : en dioestrus.

FIGURE 24

(en bas)

Iocalisation de la radioactivité dans les fibres musculaires

du myométre de 1l'endocol (G. X 530).

'a : en prooestrus
b : en oestrus

c : en métoestrus
d : en dioestrus.
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8) Endocol

- Endométre (fig. 23)

Durant le prooestrus et l'oestrus, la majorité des
cellules du stroma manifeste une grande intensité de marquage (fig. 23
a et b). Les épithéliums de surface et glandulaire retiennent nettement
moins 1l'hormone marquée que les cellules du stroma (tableau II). Sur
ces derniéres, le marquage diminue de fagon remarquable en métoestrus.
(fig. 23 ¢). En dioestrus, la rétention de radioactivité est pratiquement

inexistante dans les différentes régions de l'endométre (fig. 23 4d).

- Myométre (fig. 24)

En prooestrus et en oestrus, une proportion impoxr-
tante de fibres musculaires appartenant. aux 3 couches du myométre
sont marquées au niveau nucléaire (fig. 24 a et b). En métoestrus, les
grains d'argent sont beaucoup moins abondants sur 1l'ensemble du myo-
métre (fig. 24 c). Ce dernier ne montre pas de marquage spécifique du-
rant le dioestrus (fig. 24 d) ; les quelques grains existants sont si-

tués 3 l'extérieur des noyaux des fibres musculaires.

y) Vagin (fig. 25)

La plus grande concentration de radioactivité dans
le vagin est enregistrée durant le prooestrus et l'oestrus, tout parti-
culiérement dans les noyaux de la couche basale de 1l'épithélium strati-
fié de type malpighien (fig., 25 a et b). L'intensité du marquage dimi-
nue vers la lumiére vaginale, les grains d'argent sont absents des
cellules superficielles et kératinisées de l'épithélium. Les petites
cellules du tissu conjonctif sous épithélial sont moyennement & for-
tement marquées et les fibres musculaires lisses le sont moyennement a
faiblement. Comparativement & l'épithélium, la densité des grains d'ar-

gent sur la paroi musculaire est moins importante (tableau II). En



FIGURE 25

(en haut)

lLocalisation de la radiocactivité dans 1l'épithélium du vagin

aprés injection de progestérone 3H (G. X 530).

a en prooestrus
b : en oestrus

¢ : en métoestrus
d : en dioestrus.

FIGURE 26

(en bas)

Localisation de la radioactivité aprés injection de progestérone

3H 24 heures aprés l'ovariectomie pratiquée entre le diocestrus I

et le dioestrus II (G. X 530).

a : dans l'endométre des cornes utérines
b : dans 1l'endométre de 1'endocol

¢ : dans le myométre de 1l'endocol

d dans 1'épithélium du vagin.
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métoestrus, la couche basale de l'épithélium retient nettement moins
1'hormone marquée (fig. 25 ¢) et les autres régions sont pratiquement
dépourvues de radioactivité. En dioestrus, l'épithélium (fig. 25 @)

ainsi que les autres structures restent non marqués (tableau II).

b) Aprés injection de progestérone SH 24 heures aprés l'ovariectomie

pratiquée_entre les dicestrus I et II (fig. 26)

Lorsque l'injection de progestérone 3H est effectuée
chez le cobaye ovariectomisé entre le diocestrus I et le dioestrus II,
la concentration de radioactivité dans 1'utérus et le vagin est pra-
tiquenient nulle. L'endomdtre (fig. 26 a) et le myométre des cornes uté-
rines ne présentent pas d'images de marquage spécifique. Il en est de
méme pour l'endométre (fig. 26 b) et le myométre (fig. 26 c) de l'en-~
docol et 1l'épithélium vaginal (fig. 26 d). La moyenne des grains d'ar-
gent sur ces structures est trés voisine de celle obtenue chez les ani~

maux non ovariectomisés en dioestrus (tableau II).

3) Etude chez le rat ovariectomisé aprés injection de

R5020 3H(promégestone)

Les observations,que nous rapportons ici, sont faites

sur le matériel présenté dans le paragraphe I, 2.

Les analyses quantitatives des grains d'argent sont
effectuées sur photographies agrandies (G. X 2600), avec l'appareil de
mesure MPO/AM Ol Kontron aimablement mis & notre disposition par G.

TORPIER (U 167, INSERM LILLE).

o



FIGURE 27

Radiocautographies de 1’endométre de l'utérus chez le rat aprés

injection de R5020 3H (G. X 660).

a : cellules du stroma et de 1'épithélium de surface

b : cellules du stroma et de 1'épithélium glandulaire.
On peut noter que les grains d'argent sont nettement
moins nombreux sur les cellules épithéliales que sur

les cellules du stroma.







TABLEAU Il : Distribution de la radioactivité dans les différents types cellulaires des cornes utérines, endocol, vagin,
aprés injection de progestérone 3H 3 différentes périodes du cycle cestral.

. . . . Dicestrus aprés
Types cellulaires Procestrus ~ (Estrus Metcestrus Dicestrus ovariectomie
Epithélium de surface 490 4+ 034 448 + 0,32 298 + 0,18 132 + 0,17 1,24 + 0,14
§ Cellules glandulaires 322 + 0,28 28 + 0,23 199 + 0,18 098 <+ 0,13 1,22 + 0,14
& ~§ Cellules du stroma 14,74 + 0,38 1223 + 045 440 4+ 0,26 1,84 + 0,23 192 + 0,20
c 3
s Cellules musculaires 1004 4 047 89 + 036 310 + 0,29 1,18 + 0,16 1,30 + 0,17
o
Epithélium de
surface 438 + 0,25 424 + 0,33 206 + 0,22 104 + 0,14 1,24 + 0,16
§ Cellules glandulaires 306 + 027 268 4+ 0,26 194 + 0,19 1,00 + 0,15 088 + 0,3 |
e Cellules du stroma 11,14 4+ 045 1092 4+ 046 320 4+ 0,32 1,76 + 0,16 280 + 0,27 <
w
Cellules musculaires 1244 4+ 062 894 + 04 472 + 030 184 + 0,18 226 + 0,7 i
Cellules épithéliales 1493 + 048 12,14 + 0,49 142 + 0,20 080 + 0,12 108 + 0,16
de la couche basale
g’ Cellules du chorion 10,38 + 053 950 + 045 1,78 + 0,24 1,00 + 017 1,24 + 0,18
; Cellules musculaires 6,10 + 0,36 494 + 033 1,74 + 0,21 0,72 + 0,13 1,36 + 0,20

* Chaque valeur est la moyenne des grains d’argent par cellule (50 cellules de chaque catégorie ont été comptées).
Moyenne + S.E.M,




FIGURE 28

Radiocautographie de l'endométre de 1l'utérus,chez le rat
aprés injection de R 5020 3H, montrant les cellules du
stroma, les cellules des épithéliums glandulaire et de

surface (G. X 1800).
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a) Apres injection de R5020 3H

a) Utérus (cornes utérines et endocol)

Une incorporation trés élevée d'hormone marguée ap-
parait dans 1l'endométre et le myométre des cornes utérines et de 1l'en-
docol. Au niveau du stroma (fig. 27 a et b, fig. 28) et des fibres mus-
culaires longitudinales externes (fig. 29 et fig. 30a) et circulaires
internes, la plupart des cellules sont marquées et la radioactivité est
trés souvent présente dans le noyau cellulaire. Par contre, un margquage
trés faible est observé sur le noyau des cellules de l1l'épithélium de
surface (fig. 27 a et fig. 28) et de 1l'épithélium glandulaire (fig. 27 b

et fig. 28) par rapport aux autres types cellulaires (tableau III).

B) vagin

Une concentration nucléaire de radioactivité est ob-
servée dans les cellules des couches inférieures de 1'épithélium stra-
tifié de type malpighien, tout particuliérement sur les noyaux cellu-
laires de la couche basale (fig. 30 b ; tableau III). Le marquage dimi-
nue sur les couches supérieures, en direction de la lumiére vaginale.
La majorité des petites cellules dispersées dans le chorion conjonctif
sous-épithélial montrent un marquage de forte intensité (fig. 30 c ;

tableau III). L'enveloppe musculaire lisse retient le traceur au ni-
veau nucléaire ; le nombre de grains d'argent sur ces cellules est ce-

pendant inférieur & celui relevé sur les cellules musculaires du myo-

métre (tableau III).

Y) Organe non cible

, P 3
Aucune accumulation spécifique de R5020 "H n'a
été observée sur le muscle strié squelettique de la patte du rat con-

sidéré comme organe non cible pour les progestagénes (non illustxré).



FIGURE 29

Radiocautographie du myométre de 1'utérus,chez le rat aprés
injection de R5020 3H, montrant le marguage nucléaire des

fibres musculaires (G. X 1440).
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FIGURE 30

Radicautographies du myométre de 1l'utérus (a) et du vagin

3
(b et ¢) chez le rat aprés injection de R5020 H.

a : concentration de la radioactivité dans les noyaux des

fibres musculaires longitudinales externes (G. X 1330)}.

b : Concentration de la radioactivité dans les noyaux de la

couche basale de 1'épithélium (G. X 660).

¢ : Cellules fortement marguées du chorion sous-épithélial

(G. X 660).
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b) Expériences de compétition

3 . . -
a) R5020 H et corticostérone non marquée

Un excés de corticostérone non radioactive injec-
tée 15 mn avant le traceur n'a pas d'effet apparent sur la concentration
de R5020 3H dans les cellules du stroma et des épithéliums de 1'endomé-
tre (fig. 31 a) ni sur les fibres musculaires du myométre (fig., 31 Db).
Ce prétraitement & la corticostérone ne modifie pas de fagon significa-
tive la moyenne des grains d'argent par surface nucléaire sur les dif-
férentes structures précédemment décrites des cornes utérines, de 1l'en-

docol et du vagin. (tableau III).

B) R5020 3H et progestérone non marguée

La présence de progestérone non radiocactive adminis-
trée 15 mn avant le R5020 3H diminue de fagon remarguable la concentra~
tion nucléaire de radioactivité dans les cellules du stroma de l'endo-
métre (fig. 31 ¢) et dans les fibres musculaires du myométre (fig. 31 4)
des cornes utérines et de l'endocol. Cependant le marguage n'est pas to-
talement inhibé par la dose des 3 mg de progestérone utilisée dans cette
expérience. Le prétraitement avec cette hormone froide diminue la den-
sité nucléaire des grains d'argent de 70 & 80 % sur les cellules du
stroma de l'endométre, les cellules musculaires du myométre de 1l'utérus

et sur les cellules des différentes régions du vagin (tableau III).



aetb

cet d

.

FIGURE 31

Radiocautographies d'utérus préparées aprés injection
3 3 .
de R5020 "H et d'un excés de corticostérone non radio-

active montrant :

a) les cellules marquées du stroma de 1'endométre
(G. X 590).
b) les noyaux marqués des fibres musculaires internes

du myométre (G. X 590).

Radioautographies des mémes régions obtenues aprés
injection de R5020 3H et d'un excés de progestérone

non marquée.

La plupart des grains sont localisés & l'extérieur
des cellules du stroma (c) et a l'extérieur des noyaux

des fibres musculaires (d) (G. X 590).
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b I § ¢ U S 8§ I O N

Des cellules cibles aux progestagénes sont révélées
par radioautographie chez le cobaye et le rat aussi bien aux niveaux
cérébral et hypophysaire qu'au niveau du tractus génital. Cette mise
en évidence est possible chez le rat grace a un composé de synthése le
R5020 3H, marqueur spécifique des récepteurs de la progestérone. Comme
le stéroide peut étre métabolisé & son entrée dans la cellule, il est
important, avant de discuter nos résultats, de considérer la nature du
produit détecté ; ce que nous ferons a partir de données biochimiques
tirées de la littérature. Au cours de la discussion, la topographie des
cellules oestrogéno-sensibles dans le systéme nerveux central sera com-
parée a celle des cellules fixant les progestagénes. Nous tenterons éga-
lement d'effectuer un rapprochement entre nos résultats et ceux d'ordre
~biochimique obtenus par d'autres auteurs. Nous envisagerons ensuite le
rdle éventuel des régions marquées dans les mécanismes de régulation

de la fonction gonadotrope et du comportement sexuel.

I - NATURE DU PRODUIT RESPONSABLE DE LA REACTION RADIOAUTOGRAPHIQUE

. . 3
1) Aprés injection de progestérone H

WADE et FEDER (1972a) montrent que chez le cobaye,
4 heures aprés l'injection de progestérone 3H, 60 & 70 % de la radio-
activité présente dans 1l'hypothalamus et le mésencéphale et 90 % de
la radiocactivité dans 1'utérus correspondent & de la progestérone non
métabolisée. Ce pourcentage dans l'utérus rejoint d'ailleurs celui ob-
tenu auparavant par FALK et BARDIN (1970). En fonction de ces résultats,

la réaction radiocautographique visualisée par les grains d'argent sem-

ble due dans l'utérus en grande partie a la progestérone 3H injectée.

Par contre, dans 1l'hypothalamus et le mésencéphale, le marguage peut
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étre attribué a une proportion plus importante de métabolites.

Si 1l'on compare l'analyse de la radioactivité
détectée chez le cobaye avec celle trouvée dans les mé€mes régions ci-
bles chez le rat, des différences frappantes apparaisseat. Quatre
heures aprés l'injection de progestérone 3H chez le rat, 25 & 30 %
seulement de la radioactivité retenue dans le cerveau présentent la
mobilité du traceur injecté (WADE et Coll,., 1973). CHENG et KARAVOLAS
(1973) démontrent que la progestérone est métabolisée en différents
composés stéroldiens, en particulier en 5 a-dihydroprogestérone et en
3 a~hydroxy-5 o-prégnan-20-one, dans les tissus nerveux et 1l'hypophyse.
Plusieurs auteurs ont d'ailleurs cherché & déterminer si la progestéro-
ne était effectivement le progestagéne actif au niveau de cet organe
cible ou si, un de ses métabolites était 1l'agent responsable dans son
action sur la régulation gonadotrope, le comportement sexuel et les
autres fonctions nerveuses influencées par cette hormone (KARAVOLAS

et NUTI, 1976 ; KUBLI-GARFIAS et WHALEN, 1977).

2) Aprés injection de R5020 3H

Le R5020 est peu métabolisé in vitro (RAYNAUD,
1977). L'analyse de la région 7 S de liaison du progestagéne radioactif
dans le cytoscl de 1l'hypothalamus ou de l'hypophyse du rat incubé avec
ce marqueur tritié, révéle que 82 % de la radiocactivité appartiennent

& du R5020 3H inchangé (KATO et Coll., 1978).

Les informations concernant le métabolisme de ce
progestagéne 7n viVo sont jusqu'ad présent peu nombreuses. MOGUILEWSKY
et RAYNAUD (1977) signalent que dans la fraction nucléaire de 1'homogé-
nat des différents organes cibles (utérus, hypothalamus, hypophyse) 60 mn
aprés l'injection de R5020 3H chez le rat, au moins 50 % de la radio-

activité correspondent & du R5020 3H non métabolisé.
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Bien que les arguments qui viennent d'étre évoqués
plaident en faveur 4'un métabolisme peu intense du R5020, le mangue
de données ne nous permet pas d'évaluer avec précision, la part du
marquage attribuable & ce composé sous sa forme initiale sur les ra-

diocautographies.

II - DISCUSSION DE NOS RESULTATS CONCERNANT LA DETECTION RADIOCAUTOGRA-

1) Au niveau du tractus génital

a) Mise en évidence des récepteurs chez le cobaye et le rat

La localisation du tritium dans l'étude radio-
\ , . 3
autographique de 1'utérus, aprés injection de progestérone "H chez le

cobaye ovariectomisé soumis aux oestrogénes, justifie les caractéristi-

ques préalablement décrites (lére partie, paragraphe IV,1-4) inhérentes
4 une interaction spécifique hormone-récepteur. L'hormone marquée est
principalement décelée dans le noyau cellulaire et n'est pas détectée
dans les organes non cibles (muscle, intestin). Le marquage est satura-
ble puisqu'il est inhibé par un excés de progestérone non radioactive
et il est spécifique de l'hormone puisque le cortisol n'a pas d'effet.
Les récepteurs de la progestérone sont présents dans tous les types
cellulaires du myométre et de 1'endométre. Cependant, les cellules de
la couche externe du myométre et du stroma de 1l'endométre sont plus for-
tement marquées que les cellules des épithéliums glandulaire et de sur-
face. Ces résultats radioautographiques sont vérifiés par ceux de SAR

et STUMPF (1974).

Une similitude évidente apparait entre la distribu-
tion anatomique des cellules marquées chez le cobaye, aprés injection
3 3 3 -
de la progestérone naturelle H et celle observée chez le rat, aprés

injection du cdmposé de synthése le R5020 3H. La différence d'intensité
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dans le marquage des types cellulaires est moins prononcée chez le
cobaye que chez le rat. Chez ce dernier, le myométre et le stroma de
1'endométre présentent également un marquage tré&s important tandis

que trés peu ou pas de radioactivité est visible sur le noyau des cel-
lules épithéliales. Dans le vagin, les différents types cellulaires re-
tiennent le traceur. Le prétraitement & la progestérone non margquée,
compétiteur du R5020, abolit considérablement le marguage nucléaire dans
toutes les cellules utérines et vaginales tandis que la corticostérone
n'interfére pas avec la fixation du R5020 3H. L'absence de radioactivité
est vérifiée au niveau du muscle strié. Ces observations apportent la
preuve de la présence de sites de liaison spécifique de la progestérone
dans le tractus génital chez le rat. La distribution de la radiocactivité
concorde avec celle rapportée chez le méme animal par JOHN et ROGERS
(1972). Ces auteurs obtiennent une densité de grains d'argent plus
faible sur les tissus épithéliaux que sur le stroma ou le muscle aprés

injection d'un autre composé de synthése, l'acétate de mégestrol TH.

Dans les expériences d'incubations d'utérus chez le
cobaye, un léger margquage nucléaire est observé & 37°C sur les cellules
en périphérie du tissu mais aucune pénétration d'hormone n'est décelée
& 0°C. Afin d'expliquer ces résultats peu concluants, plusieurs argu-

ments peuvent &tre évoqués :

- 1l'hormone n'a pas pénétré dans les cellules & 0°cC,
- les fragments d'utérus mis en incubation ont été trop volumineux,

- les temps d'exposition des radiocautographies ont été trop courts.

Nous n'apportons donc pas d'éléments déterminants permettant de vérifier
1'hypothése selon laquelle le récepteur est présent dans le cytoplasme
ol il peut lier 1'hormone & 0°C tandis que le transfert du complexe

hormone-récepteur n'est visible qu'ad température plus élevée.



- 101 -

b) Variations quantitatives des récepteurs au cours du_cycle oestral

Le taux des récepteurs de la progestérone évolue au
cours du cycle oestral avec un pic de concentration rapidement dévelop-
pé au moment du prooestrus (paragraphe : I, 2). Cette valeur maximale
ne dure pas trés longtemps ; une décroissance lui fait suite et la con-~
centration reste trés basse pendant la période lutéale. La radioauto-
graphie a permis d'étudier les populations cellulaires qui sont impli-

quées dans ces variations,

Un marquage intense est observé en prooestrus et en
oestrus sur les différents types cellulaires des cornes utérines, de
1l'endocol et du vagin (tableau II). En métoestrus et en dioestrus, la
proportion de grains d'argent sur les cellules de ces différents organes
est nettement moindre. Cela peut &tre 4G & une diminution des sites de
liaison ou & l'occupation de ces sites par 1'hormone endogéne. Si cette der-
niére hypothése devait s'avérer exacte, l'ovariectomie chez des cobayes en
diocestrus, suivie par l'injection de progestérone 3H 24 heures plus
tard, devrait provoquer une rétention de radioactivité importante dans
les tissus cibles. Lorsque cette expérience est pratiquée, le résultat
obtenu va & l'encontre de cette hypothése (fig. 26, a - 4). La concen-
tration de radiocactivité dans 1'utérus et le vagin n'est pas supérieure
a celle trouvée chez les animaux non ovariectomisés en diocestrus (tableau

I1).

La diminution du marquage dans ces tissus cibles est
vraisemblablement due & une décroissance de la concentration des sites
de liaison. Nos observations confirment les résultats obtenus par les

techniques biochimiques (MILGROM et Coll., 1972Db).

On pouvait supposer que les changements du contenu
en récepteurs étaient dus & l'apparition ou & la disparition sélective
de types cellulaires particuliers, trés riches en sites de liaison de

la progestérone. Nos expériences fournissent une preuve contre cette
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possibilité. Elles montrent que des variations quantitatives de récep-
teurs se produisent simultanément dans tous les types cellulaires des
trois organes cibles étudiés. Il apparait vraisemblable que les méca-
nismes qui contrélent la concentration en récepteurs sont identiques
dans toutes les catégories cellulaires des cornes utérines, de l'endo-

col et du vagin.

Une étude radioautographique faite au cours de 1l'im-
plantation, sept jours environ aprés l'ovulation, devrait apporter des
précisions aux études biochimiques concernant les variations de récep-

teurs selon l'état physiologique de 1l'animal.

2) Au niveau du cerveau et de 1'hypophyse

a) Distribution des cellules cibles aux progestagenes SH

L'étude radicautographique de la fixation de proges-
térone 3H au niveau du systéme nerveux central chez le cobaye, effec-
tuée parallélement & celle des tissus cibles périphériques, s'est avé-
rée sans résultat . La mise en évidence de cellules marquées dans 1'hy-
pothalamus a nécessité une forte dose de progestérone 3H. Cela témoigne
vraisemblablement de la présence d'une petite quantité de récepteurs
et du métabolisme non négligeable de la progestérone. La dose massive
de traceur provoque, sur nos radioautographies, l'apparition d'un bruit
de fond nettement plus important que celui habituellement formé sur

nos préparations.

L'étendue du marguage se limite dans le systéme ner-
veux central & deux zones : l'aire préoptique périventriculaire - pars
suprachiasmatique et l'hypothalamus médio-basal, principalement le n.
arqué. Au sein de ces régions, les cellules marquées le sont moyenne-
ment et en nombre assez restreint. Ces résultats corroborent ceux de
SAR et STUMPF (1973) qui décrivent dans les mémes aires une fixation
nucléaire, dépendante des oestrogénes, saturable par la progestérone

non radioactive.
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Chez le rat, nous établissons la topographie des
cellules marquées dans le systéme nerveux central aprés injection d'un
composé de synthése, le R5020 3H. Cette étude est la premiére & concré-
tiser, par radiocautographie, la présence de récepteurs de la progesté-
rone. Les résultats obtenus lors du prétraitement par la corticostérone
et par la progestérone non radioactive, avant l'injection du traceur,
démontrent que le marquage répond aux critéres de spécificité hormonale
et de saturabilité d'une liaison hormone-récepteur. La fixation nuclé-
aire est inhibée par la progestérone tandis que la corticostérone ne
déplace pas la radioactivité, L'absence de fixation spécifique de
R5020 3H au niveau du muscle strié établit la spécificité tissulaire
de la liaison et le marguage nucléaire apporte la preuve de la trans-
location du récepteur au noyau. Ces récepteurs sont localisés dans
certaines cellules préhypophysaires et dans des neurones de l'hypotha-
lamus médio-basal et de 1l'aire préoptique. Ces deux régions sont celles
gui recélent des corps cellulaires marqués, aprés injection de proges-
térone naturelle tritiée chez le cobaye. Mais chez le rat, le marguage
y est beaucoup plus étendu et les cellules y sont plus fortement
marqguées et plus nombreuses. Elles envahissent toute l'aire préoptique
(région de l'organe vasculaire de la lame terminale, n. préoptigque pé-
riventriculaire, médian et pars suprachiasmatique). Dans 1'hypothalamus
médio-basal, elles sont dispersées dans les régions bordant le 3éme
ventricule (n. périventriculaire,arqué, prémamillaire)et abondantes

dans le n, ventromédian.

Pour le moment, il n'est pas possible de dire si
cette localisation des cellules marquées par les progestagénes 3H
dans le systéme nerveux central est, comme pour les oestrogénes, com-
mune a l'ensemble des vertébrés. Les études radiocautographiques sont
encore peu nombreuses sur le sujet. Nous apporterons bientdt des infor-
mations sur la distribution des cellules cibles aux progestagénes 3H
chez les primates. Le R5020 3H, actuellement commercialisé, devrait
permettre dans un proche avenir 1l'étude neuroanatomique comparée de la

topographie des cellules progestérone-sensibles.
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b) Comparatson entre la topographie des cellules fixant les progesta—

enes 3H et celle des cellules oestrogéno-sensibles
gen g

La comparaison de nos résultats radioautographiques
obtenus chez les rongeurs révéle que les topographies des corps cellu-
laires marqués par 1l'oestradiol 3H et par les progestagénes 3H sont su-
perposables dans plusieurs aires du systéme nerveux central. La distri-
bution neuroanatomique comparée des cellules cibles fait apparaitre une

concordance parfaite en ce qui concerne :

- leur présence dans la région préoptique médiane : autour du récessus

préoptique, dans la partie suprachiasmatique et dans la région péri-
ventriculaire.

- leur concentration dans 1'hypothalamus médio-basal : n. arqué et n.

ventromédian.

Cependant, des discordances naissent au sein de ces régions sur 1l'éten-
due du marquage et le nombre des cellules marquées décelées. On cons-
tate aussi 1l'absence de radioactivité dans les régions limbiques : l'a-
mygdale et l'hippocampe, aprés injection de progestagénes 3H. Les résul-
tats obtenus par les méthodes biochimiques concordent avec nos observa-
tions pour souligner la pauvreté relative des récepteurs de la proges-
térone dans 1l'amygdale et le cortex (MOGUILEWSKY et RAYNAUD, 1977 ;

KATO et coll., 1978).

La similitude constatée dans la localisation neuro-
anatomique des cellules cibles aux stéroides gonadiques 3H laisse sup-
poser gu'un méme neurone est capable de fixer a la fois l'oestradiol
3H et les progestagénes 3H. La technique radiocautographique révéle une
analogie dans la topographie mais ne permet pas de vérifier cette hy-
pothése. Ce point peut &tre envisagé & partir de certaines données bio-
chimiques. Plusieurs études démontrent que la composante de liaison
du récepteur cytosoluble des progestagénes,chez le rat, posséde le pou-
voir d'étre induite par les oestrogénes dans 1'hypophyse, 1'hypothala-

mus et 1l'utérus (MOGUILEWSKY et RAYNAUD, 1977, 1979 ; KATO et ONOUCHI,
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1977 ; MACLUSKY et McEWEN, 1978 ; BLAUSTEIN et WADE, 1978 ; ROY et
Coll., 1979). Les récepteurs de la progestérone ne sont pas limités

4 l'hypothalamus et & l'aire préoptique mais existent dans le mésen-
céphale et le cortex (BLAUSTEIN et WADE, 1978). Parmi les "systémes
récepteurs" présents dans ces régions, une divergence dans leur sensi-
bilité aux oestrogénes apparait. En absence de traitement oestrogénique,
la quantité de récepteurs de la progestérone est faible dans 1'hypotha-
lamus et l'aire préoptique comme dans 1'hypophyse et 1l'utérus. Mais,

ces zones révélent, en présence d'oestrogénes, une augmentation de la
concentration, en nombre, de leurs récepteurs. Par contre, dans le mé-
sencéphale et le cortex, le taux de base existant en récepteurs n'est
pas affecté a court terme par les oestrogénes, Ces résultats mettent
donc en évidence la présence de deux "systémes récepteurs" distincts

des progestagénes (MACLUSKY et MCEWEN, 1978). Le systéme localisé dans
1'hypothalamus et l'aire préoptique semble régularisé par les oestro-
génes. Une durée de 40 & 48 heures aprés le "priming" est nécessaire
pour potentialiser le récepteur dans ces régions et obtenir un nombre
maximal de sites de liaison (MOGUILEWSKY et RAYNAUD, 1979). L'ensemble
des résultats biochimiques plaide en faveur d'une action de 1l'ocestradiocl

et des progestagénes sur les mémes cellules dans ces tissus cibles.

Nos observations radioautographiques concordent
avec les données précédentes. Obtenant uniquement, aprés injection de
R5020 3H chez des animaux soumis é-un traitement oestrogénique, une
fixation nucléaire dans des cellules situées dans 1l'hypothalamus et
l'aire préoptique, nous détectons vraisemblablement le systéme-récep-
teur induit par les oestrogénes. Malheureusement, nous n'avons pas ré-
alisé d'expériences chez des animaux.n'ayant pas subi l'effet de "pri-
ming" oestrogénique. De ce fait, nous ne pouvons pas apporter d'infor-

mations relatives au second systéme récepteur.

En fonction des propriétés physiques de liaison du
récepteur et de sa dépendance aux oestrogénes, on peut présumer de son
importance fonctionnelle dans la régulation par la progestérone des

mécanismes neuro-endocriniens et comportementaux. On peut noter que le
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R5020 manifeste une activité biologique fondamentalement plus intense
que la progestérone naturelle (RAYNAUD, 1977). Cet auteur a &étudié l'ac-
tion du R5020 sur l'inhibition de la libération préovulatoire de LH.

Il rapporte qu'une dose faible de ce composé est efficace comparative-
ment & la quantité de progestérone naturelle nécessaire pour produire
un effet équivalent. Le R5020 est beaucoup plus actif & promouvoir la
lordose chez des rats soumis aux oestrogénes et & 1l'inhiber quand il

est administré simultanément & l'oestradiol (BLAUSTEIN et WADE, 1978).

III - ROLE DES REGIONS MARQUEES DANS LE CONTROLE DE L'OVULATION ET DE
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Des lésions dans la région préoptique médiane -
n. suprachiasmatique empéchent, chez le rat, le déclenchement de l'o-
vulation sous 1l'action de la progestérone (BARRACLOUGH et Coll., 1964 ;
DOCKE et DORNER, 1969). Cependant, la stimulation électrique de 1'é~
minence médiane (BARRACLOUGH et Coll., 1964) ou de la région n. arqué -
n. ventromédian (DéCKE et DéRNER, 1969) induit l'ovulation chez les
rats porteurs de telles lésions. D'aprés ces résultats, la région pré-
optique médiane - n. suprachiasmatique apparait nécessaitre % l'action
facilitante de la progestérone sur l'ovulation bien gu'elle ne soit
peut-étre pas sensible en elle-méme & la progestérone. Cette suggestion
est compatible avec le résultat obtenu, chez le rat, aprés l'implanta-
tion, directement dans l'aire préoptique, de progestérone gqui est inef-
ficace & induire l'ovulation (DOCKE et DORNER, 1969 ; SCHULING et Coll.,
1974) . Au contraire, l'implantation de progestérone dans la région n.
ventromédian - n. arqué abolit l'effet différant 1l'ovulation provoguée
par une injection intraveineuse de progestérone & des rats adultes
deux jours avant l'ovulation et déclenche celle-ci chez des rats prépu-
béres soumis aux oestrogénes. De plus, l'effet produisant 1l'ovulation
lors de la stimulation électrique de la zone n. arqué - n. ventromédian
chez des rats porteurs de lésions de l'aire préoptique - n. suprachias-

matique est renforcée par une injection systémique de progestérone ad-
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ministrée & un moment favorable (DOCKE et DOENER, 1969). L'ovulation
est avancée quand la progestérone est implantée le matin du prooestrus
dans la région éminence médiane - n. arqué (KOBAYASHI et Coll., 1970).
Au cours de ces différentes expériences, les implantations hypophysai-
res de progestérone n'ont pas eu d'effet sur le déclenchement de

1'ovulation.

Les résultats de ces travaux suggérent une action
facilitante de la progestérone sur la décharge gonadotrope qui a pro-
bablement pour sites effecteurs, les régions précédemment mises en
jeu. Ces derniéres, chez le rat, fixent fortement le R5020 3H. Cepen-
dant, la possibilité d'une action directe de 1'hypophyse plutdét gue 1l'in-
texrvention du systéme nerveux central sur le déclenchement de 1l'ovula-
tion n'est pas & écarter. La progestérone, implantée dans ces régions,
trés proches du systéme porte hypophysaire peut se déverser rapidement
dans la circulation portale et "inonder" 1'hypophyse (BOGDANOVE, 1963).
Lorsque les implantations intrahypophysaires gqui n'ont pas de retentis-
sement sur l'ovulation sont pratiquées, la progestérone ne semble pas

irriguer la préhypophyse de fagon comparable.

Les effets inhibiteurs de la progestérone sur 1l'ovu-
lation se manifestent gquand le stéroide est implanté dans 1'hypophyse
antérieure ou la région de 1l'éminence médiane (LABHSETWAR et
BRAINBRIDGE, 1971). D'aprés. STEVENS et Coll. (1970) 1l'hypophyse peut
également étre le site effecteur le plus direct sur 1l'inhibition. Cette
derniére est aussi observée chez le rat lorsque la progestérone est
implantée dans le n. ventromédian & des moments adéquats du cycle oestral

(SCHULING et Coll., 1974).

Certaines régions extrahypothalamiques telles que
1'amygdale et l'hippocampe sont impliquées dans l'action facilitante
et inhibitrice de la progestérone sur 1l'ovulation (KAASJAGER et Coll.,
1971 ; PIVA et Coll., 1973). Elles ne sont cependant pas marquées par
les progestagénes tritiés mais elles peuvent agir en modifiant 1'acti-
vité des sites récepteurs aux oestrogénes ou aux progestagénes qui con-

tribuent plus directement & la décharge des gonadotropines.
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L'influence de la progestérone sur LH et sur LH RH
a été évaluée non seulement chez des rates intactes mais aussi chez
des rates ovariectomisées. Quand la progestérone est implantée dans 1'hy-
pothalamus médio-basal,une baisse du taux de LH non accompagnée d'une
diminution de la réponse pituitaire au LH RH est observée (SMITH et
DAVIDSON, 1974). D'aprés ces auteurs, l'effet inhibiteur de la proges-
térone s'exerce au niveau hypothalamique plutdt qu'au niveau hypophy-
saire. L'injection intraveineuse de progestérone produit également un
effet inhibiteur sur les taux élevés de LH circulante chez des rates
ovariectomisées (CLEMENS et Coll., 1972). Cette inhibition n'est pas
maitrisée par la stimulation électrique de l'aire préoptigque médiane
ou de l'éminence médiane - n. arqué. De ce fait, l'intervention d'autres
sites peut étre soupgonnée. Il est possible que 1l'hypophyse ou le n.
ventromédian répondent & la progestérone en inhibant la cession de LH
et que cet effet entre en compétition avec une induction possible de

la libération de LH par stimulation électrique.

En général, les travaux essayant d'identifier les
sites anatomiques répondant aux actions inhibitrices et facilitantes
de la progestérone sur la sécrétion gonadotrope sont menés simultané-
ment & la recherche des régions intervenant dans la régulation du com-
portement sexuel. Aussi, cette localisation neurocanatomigue des régions
impliquées dans la décharge de LH, en particulier chez le cobaye, n'est
pas définitivement établie. Des études plus précises, au moyen des techni-
ques de dosages radioimmunologiques actuellement au point, devraient

faire 1'objet de publications dans un proche avenir.

IV - ROLE DES REGIONS MARQUEES DANS LA REGULATION DU COMPORTEMENT

Par des implantations de progestérone chez des ron-
geurs ovariectomisés, traités aux oestrogénes, plusieurs équipes de

recherches ont tenté de localiser les régions concernées par les effets
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inhibiteurs et facilitants de cette hormone sur le comportement

sexuel femelle.

Chez le rat, la progestérone facilite la lordose
quand elle est implantée dans l'aire préoptique médiane - hypothala-
mus -antérieur (POWERS, 1972). Cette région retient fortement le
R5020 3H. Cette influence facilitante peut aussi s'exercer lors d'im-
plantations dans certaines régions qui pourtant ne concentrent pas le
progestagéne tritié telles que la formation réticulée mésencéphalique
(ROSS et Coll., 1971), la région interpédonculaire - mésencéphalique
ventrale (LUTTGE et HUGHES, 1976), la régionputamen - n. caudé (YANASE
et GORSKI, 1976 a).

Chez le cobaye, la lordose est facilitée par des
implantations de progestérone dans des zones hypothalamiques qui fi-
3 .
xent la progestérone H comme l'hypothalamus médio-basal et la région

prémamillaire (MORIN et FEDER, 1974 Db).

Jusqu'd présent trop peu de régions ont été explo-
rées pour pouvoir établir une topographie des sites effecteurs de 1'

action facilitante de la progdstérone sur la réceptivité sexuelle,

Des implantations de progestérone dans les régions
.mésencéphaliques énumérées précédemment peuvent également provogquer
une inhibition de type inhibition "résultante” sur le comportement
sexuel chez le cobaye (MORIN et FEDER, 1974 a) et chez le rat (YANASE
et GORSKI, 1976 b). Les sites éusceptibles de répondre par une inhi-
bition de type inhibition "simultanée” ne sont pas mis en évidence chez
le cobaye. Chez le rat, MARRONE et Coll. (1979) considérent 1l'hypotha-
lamus comme le site effecteur de l'influence inhibitrice (& la fois
"résultante" et "simultanée") de la progestérone sur la réceptivité
sexuelle. Cette superposition neurcanatomique des sites répondant a la
fois aux deux types d'inhibition prend place dans une région fortement
marquée par les progestagénes tritiés., Elle laisse penser que les méca-
nismes par lesquels la progestérone exerce cette double influence sont

identiques. Ces mécanismes sont inconnus mais plusieurs possibilités
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peuvent étre envisagées. Par exemple :

- les implantations de progestérone dans 1l'hypothalamus médio-basal
peuvent agir sur les effets nerveux des oestrogénes qui sont essen-
tiels au déclenchement du comportement., L'hypothalamus répond trés
fortement aux implantations d'oestrogénes en facilitant la lordose
chez le rat (LISK et BARFIELD, 1975) et chez le cobaye (MORIN et
FEDER, 1974 c). Il se peut que les effets inhibiteurs de la progesté-
rone résultent d'une action antagoniste au processus de traitement

aux oestrogénes, (ZUCKER, 1966 ; WALLEN et Coll., 1975).

- une autre hypothése peut &tre émise : la progestérone implantée dans
1'hypothalamus médio-basal peut inhiber la synthése ou la décharge
de LH RH. Ce décapeptide, présent dans quelques péricaryons et dans
de nombreuses fibres au niveau de cette zone de 1'hypothalamus
(BARRY et DUBOIS, 1976), a le pouvoir de faciliter la réceptivité
sexuelle (MOSS et McCANN, 1973 ; PFAFF, 1973).

- la région considérée est également riche en neurones dopaminergigues.
Comme nous l'avons signalé au cours de la 2éme partie de ce travail,
dans 1l'hypothalamus médio-basal sont localisés le systéme tubéro-
infundibulaire dopaminergique (UNGESTEDT, 1971) et des neurones
"oestro-dopaminergiques" (GRANT et STUMPF, 1975). La stimulation du
récepteur dopaminergique inhibe (EVERITT et Coll., 1974) ou facilite
(FUXE et Coll., 1976) le comportement sexuel femelle. Aussi, la pro-
gestérone peut inhiber la lordose en agissant sur le systéme dopami-

nergique.

- un autre mécanisme peut &tre évoqué : l'action de la progestérone sur
les neurones a sérotonine. La stimulation du récepteur sérotoniner-
gique produit des effets inhibiteurs comparables & ceux de la pro-
gestérone sur le comportement sexuel chez la rate (RODRIGUEZ-SIERRA
et DAVIS, 1977). Des axones a sérotonine se terminent dans 1'hypotha-
lamus médio-basal (BAUMGARTEN et LACHENMEYER, 1974) et la progestéro-
ne augmente le renouvellement de la sérotonine dans le cerveau chez

le rat (LADISICH, 1974).
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- notons enfin que d'autres systémes neurotransmetteurs (noradrénaline

et acétylcholine) sont susceptibles d'étre concernés par l'action

inhibitrice de la progestérone au niveau de 1'hypothalamus médio-

basal. Ce dernier contient des terminaisons noradrénergiques

(UNGERSTEDT, 1971) et des neurcnes a acétylcholine (JACOBOWITZ et

PALKOVITS, 1974). FUXE et Cocll. (1976) ont montré que les neurotrans-

metteurs, dans leur ensemble, sont impliqués dans la régulation de

la réceptivité sexuelle chez le rat.

En conclusion, les implantations de progestérone
dans 1'hypothalamus médio-basal, la formation réticulée mésencéphali-
que ou la région putamen - n. caudé influencent probablement une com-
posante gqui constitue l'élément moteur du déclenchement de la réponse
comportementale. Les différents mécanismes qui peuvent intervenir dans

l'action inhibitrice de la progestérone sur la lordose restent & étre
précisés.



- 112 -

CONCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE

La technique radioautographique nous a permis de
localiser les sites d'impact de la progestérone ou de ses métabolites,
au niveau du tractus génital et du systéme nerveux central chez le rat
et chez le cobaye. Le marquage obtenu sur les populations cellulaires
de ces différentes structures cibles présente les critéres d'une inter-

action spécifigue hormone-récepteur.

L'hypophyse et les deux régions cérébrales : l'aire
préoptique et 1'hypothalamus médio-basal semblent atteintes par la
rétroaction de la progestérone. Les cellules cibles sont localisées dans
des aires répondant a l'oestradiol 3H ; néanmoins, leur distribution
au sein de ces régions est plus discréte que celle des cellules oestro-

géno-sensibles. Les récepteurs de la progestérone au niveau cérébral

semblent induits par les oestrogénes.

Dans l'utérus et le vagin, lés différents types cel-
lulaires retiennent les progestagénes 3H avec une intensité plus ou
moins forte. Selon 1l'état physiologique de l'animal, les taux de pro-
gestérone plasmatique et la concentration des récepteurs de la pro-
gestérone exprimés par unité cellulaire utérine sont soumis & des va-
riations cycliques qui ne sont pas paralléles. Ces derniéres ont é&té
étudiées chez le cobaye au cours du cycle oestral. L'examen radiocau-
tographique a relevé un marquage maximal en prooestrus et minimal en
diocestrus, sur les cellules du myométre et du stroma de 1l'endométre de
1'utérus et sur les cellules épithéliales du vagin. Les résultats mon-
trent que des variations de la concentration tissulaire des récepteurs
se produisent simultanément dans toutes les catégories cellulaires des
cornes utérines, de l'endocol et du vagin. L'hypothése selon laquelle
des mécanismes identiques contrdlent le contenu en récepteurs dans ces

différentes structures, peut &tre émise. Chez les animaux ovariectomi-
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sés, l'oestradiol provogque une augmentation importante des sites de
liaison de la progestérone. La concentration é€levée des récepteurs

au moment du prooestrus peut &tre attribuable & l'effet des oestrogénes.
La réceptivité hormonale dans le tractus génital apparait oestrogéno-

dépendante comme dans le systéme nerveux central.

Les résultats biochimiques montrent gue les proprié-
tés physiques des récepteurs de la progestérone et leur spécificité en-
vers divers stéroides sont identiques dans les différents organes cibles
(utérus, hypophyse, hypothalamus). L'approche radioautographique
des récepteurs de la progestérone chez le rat a été possible gréce au
R5020 3H. Ce composé synthétique ne se lie pas aux protéines plasmati-

ques et est hautement spécifique des récepteurs de la progestérone.

Certains effets de la progestérone peuvent se traduire
rapidement au niveau cérébral. Par exemple, l'action de l‘'hormone tou-
chant a l'activité électrique des neurones demande une période de la-
tence bréve (KAWAKAMI et SAWYER, 1959 ; RAMIREZ et Coll., 1967) ou
encore, le temps nécessaire au stérolde aprés injection intra-veineuse
pour faciliter la lordose est de courte durée (10-30 minutes) (MEYERSON,
1972) . L'interprétation de ces données et les difficultés 3 mettre en
évidence des récepteurs nucléaires de la progestérone laissaient envi-
sager une action directe et rapide de l'hormone, peut-é&tre au niveau
synaptique. Les conclusions d'ordre biochimique et la fixation nuclé-
aire observée par radicautographie, obtenues aprés usage du R5020 3H,
remettent en question cette hypothése et peuvent &tre 1l'indice d'une
intervention fonctionnelle du génome. Cette derniére idée est confortée

par les faits suivants :

- des implantations d'actinomycine D dans le n. arqué et le n. ventro-
médian (mais pas dans l'hypophyse, ni dans 1l'amygdale) bloquent 1l'ac-
tion facilitante de la progestérone sur la sécrétion de LH chez le

rat (JACKSON, 1975).

- la cycloheximide, un inhibiteur de la synthése des protéines, empéche

1'état réfractaire de postoestrus dépendant de la progestérone chez



- 114 -

le cobaye (WALLEN et Coll., 1972).

lLes régions cérébrales qui fixent les progestagénes

H, sont probablement parmi les sites effecteurs dans le rdle exercé

par la progestérone sur la décharge des gonadotropines et sur le déclen-

chement de la lordose.

I1 serait intéressant d'élucider les modalités
d'action

de cette hormone sur les circuits neuroanatomiques établis

qui interviennent dans les mécanismes endocriniens et comportementaux.



QUATRIEME PARTIE

FIXATION DE GLUCOCORTICOTDES 3H AU NIVEAU
DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET DE L'HYPO-
PHYSE CHEZ LE RAT MALE
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES -~ OBJECTIFS
b a1 SEmm—————

I - REGULATION DE LA SECRETION D'ACTH

Il est bien établi que la synthése d'ACTH et le
débit de sa sécrétion par l'adénohypophyse dépendent du taux des gluco-—
corticoides du plasma (corticostérone et coxtisol) d'origine cortico-
surrénalienne. C'est une régulation de type rétroaction négative puisque
la conséquence de la diminution du taux sanguin des glucocorticoldes est
une sécrétion accrue d'ACTH, d'ol résulte une activation de la sécrétion

des glucocorticolides par le cortex surrénal.

Tous les glucocorticoides naturels ou de synthése
inhibent la sécrétion hypophysaire. Cependant, certaines substances de
synthése sont plus inhibitrices,par exemple : chez l'homme, la dexamétha-
sone (glucocorticoide synthétique) est 25 & 30 fois plus active que le

cortisol (le glucocorticoide naturel).

Parce qu'il passe par une glande périphérique la cor-
ticosurrénale, située loin de 1l'hypophyse, ce rétrocontrdle ACTH ~
glucocorticoides est parfois qualifié de rétroaction longue ou "feedback"
long par opposition & un autre mécanisme autorégulateur de la sécrétion
d'ACTH appelé "feedback court”". Dans ce dernier cas, il s'agit encore
d'une rétroaction négative dont l'information régulatrice est le taux

sanguin d'ACTH (KRAICER et CONRAD, 1971) (fig. 32).

SELYE (1950) a décrit sous la désignation de "syn-
drome général d'adaptation" tout un ensemble complexe de réactions de
l'organisme consécutives & des stimuli trés divers, non spécifiques. Les
stimuli responsables sont extrémement polymorphes : variations thermiques
(froid, chaleur) hémorragies, atteintes tissulaires, jefine, anoxie, bruits
violents, émotions ..... Dans toutes ces circonstances groupées sous

le nom de "stress" ou "agressions", la sécrétion d'ACTH est accrue. Cela
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a suscité dés le début un grand nombre de travaux (conférer : MASON, 1968).
Le mécanisme de la stimulation de la décharge 4'ACTH dans le stress est
indépendant du rétrocontrdle spécifique glucocorticoide - ACTH précédem-
ment signalé. La libération 4'ACTH en réponse & une agression est immé-
diate. Elle existe chez l'animal surrénalectomisé dont la sécrétion

d'ACTH est déja & un niveau élevé. Elle ne peut étre freinée que par des

doses ‘importantes, extra-physiologiques,de glucocorticoides.

D'autre part, le taux A'ACTH plasmatique subit des
variations cycliques au cours du nycthémére. La valeur maximale est trou-~

vée le matin et la minimale en fin de journée (CRITCHOW, 1963).

De plus, la décharge A'ACTH est stimulée par 1l'inter-
médiaire du CRF ou CRH (corticolibérine) dont la sécrétion dépend des
centres nerveux agissant en corrélation avec l'hypothalamus. Bien que
posé dés 1954, le probléme de la structure chimique des CRF n'est tou-
jours pas résolu (SCHALLY et BOWERS, 1964 ; PEARLMUTTER et Coll., 1975 ;
KENDALL et Coll,, 1976 ; COOPER et Coll., 1976) et leur existence méme
demeure discutée en dépit d'assez nombreuses données indirectes (SAFFRAN
et SCHALLY, 1977). Cette hormone de libération A'ACTH probablement éla-
borée par des éléments neuroglandulaires hypothalamiques atteint 1l'adéno-
hypophyse par les capillaires du plexus porte hypophysaire. La concentra-
tion maximale de ce polypeptide est mise en évidence chez le rat au ni-
veau des terminaisons nerveuses de l'hypothalamus médio-basal (BRIAUD
et Coll., 1974). Cela est en accord avec les faits exposés ci-aprés con-
férant 4 1'éminence médiane la fonction de régulation de la sécrétion
d'ACTH par l'adénohypophyse. Dans la rétroaction glucocorticoide - ACTH,
la sensibilité de l'hypothalamus & la baisse du taux sanguin des gluco-
corticolides se traduit au niveau du CRH. Le contenu de 1l'éminence médiane
en CRH augmente aprés surrénalectomie bilatérale tandis qu'il diminue
au cours du traitement par les glucocorticoides. Les mécanismes de mise
en jeu de la sécrétion d'ACTH dans le stress passent également par 1'hy-

pothalamus.
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La délimitation des structures hypothalamiques spé-
cifiquement impliquées dans la sécrétion A'ACTH est encore imprécise.
L'hypothalamus est une zone de convergence d'afférences de diverses ori-
gines : sensorielles, thalamiques, limbigques, mésencéphaliques (conférer :
fig. 10). Il est probable que l'intégration de messages afférents & la-
quelle sans doute 1l'hippocampe , 1l'amygdale, le septum prennent une part
importante,se fai£ en des zones différentes de celles qui commandent la
sécrétion de 1'ACTH. Ces structures sont "glucocorticostéroido-sensibles”
dans la plupart des cas mais peuvent étre parfois "corticostéroido-insen-
sibles" ; par ailleurs, la cession de mélanostimuline(s) hypothalamique(s)
pourrait interférer avec celle de "corticolibérine(s)" et (ou) d'adiu-

rétine agissant au niveau des mémes cellules cibles adénohypophysaires.

II - SITES EVENTUELS DE LA RETROACTION DES GLUCOCORTICOIDES

Les taux €levés de glucocorticoides plasmatiques inhi-
bent la sécrétion A'ACTH, mais le site d'action de ces stéroides est trés
controversé. De nombreux investigateurs ont tenté de le localiser dans
le cerveau et 1'hypophyse, au moyen de lésions, de stimulations ou d'im-
plantations de divers glucocorticolides. Les résultats obtenus sont par-
fois opposés et d'interprétation difficile. Devant la complexité du pro-
bléme et 1'abondance des publications sur le sujet, notre examen des
informations ne sera que ponctuel. Dans un but de simplification nous
avons rassemblé dans les tableaux IV & VI quelques données compilées de

la littérature concernant les expériences d'implantations.

Il ressort de l'analyse des travaux gue pour certains
auteurs le site de rétroaction des glucocorticoides est intrahypotha-
lamique (ENDROCZI et COll., 1961 ; SMELIK et SAWYER, 1962 ; DAVIDSON et
FELDMAN, 1967 ; CORBIN et Coll., 1965 ; BOHUS, 1968) tandis que d'autres
attribuent 4 ces stéroides une action inhibitrice en agissant directement
sur 1'hypophyse (ROSE et NELSON, 1956 ; McCANN et Coll., 1958 ; DE WIED,
1964 ; RUSSEL et Coll., 1969 ; BOHUS et STRASHIMIROV, 1970). Certaines
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TABLEAU IV : Effets des implantations de cortisone et de cortisol dans

le cerveau du rat sur la fonction surrénale.

REFERENCES SITE D'IMPLANTATIONS EFFETS

s3] e e e e e e ———— —_ —————— e e e e e e e e o — — —

Z

C

197}

2

8 ENDROCZI, Hypothalamus médio- Inhibe la sécxrétion surrénale

| LISSAK et basal au repos et empéche 1l'augmen-

o TEKERES (1961) tation consécutive & un stress.
DAVIDSON et Eminence médiane Abolit l'hypertrophie surrénale
FELDMAN (1963) Hypothalamus antéro- compensatrice pour le reste de

IT-CORTISOL

médian la glande aprés surrénalectomie
_________ unilatérale.
Mésencéphale Légére(ou pas d')inhibition de

Cerveau antérieur 1'hypertrophie

Hypertrophie surrénale compen-

Diencéphale posté-

rieur satrice normale
Cervelet
Hypophyse Pas d'effet.

SLUSHER (1966) Diminue le poids des surrénales

Abaisse la corticostérone surré-

Formation réticulée Diminue le taux de corticosté-
mésencéphalique rone surrénale
Hippocampe ventral Pas de changement dans le poids

________________ _ _des surrénales _ I

BOHUS (1968) Suppression importante de la

décharge A'ACTH induite par un
stress

_______________________ _ e = e -

Formation réticulée
mésencéphalique

Suppression modérée de la dé-
charge 4'ACTH induite par un
stress

KENDALL et
ALLEN (1968)

Diminue la fonction surrénale
Atrophie des surrénales.

Eminence médiane

i

XSLﬁ :
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Effets des implantations de corticostérone dans le cerveau

du rat et du lapin sur la fonction surrénale.

| ___SITE D' IMPLANTATIONS __|

EFFETS

SMELIK Hypothalamus antéro-basal| Diminue la sécrétion d'ACTH
(1965) induite par un stress et le
taux plasmatique de cortico-
stérone.
Petite diminution du poids
____________________________________ des surrénales.
I e e B
< DAVIDSON, Eminence médiane Bloque l'augmentation des glu-
. JONES et cocorticoides surrénaux en
LEVINE réponse au stress
bo-f19e8) -
H GRIMM et Eminence médiane Diminue 1l'augmentation de la
KENDALL corticostérone plasmatique
(1968) consécutive & un stress a l'é-
ther,
SMELIK et Hypothalamus basal por- Inhibe l'augmentation des cor-
SAWYER tion antérieure de 1'é- ticostéroides plasmatiques en
(1962) minence médiane = réponse & un stress.
Hypothalamus antéro- Moins d'inhibition
- - . -méddan .-
Hypothalamus postérieur Pas d'effet
= Mésencéphale _ _ _ _ _ |_ _ _ _ _ _ _ _ _ ______"_
—
o Adénohypophyse Pas d'effet sur le taux san-
< guin des corticostéroides
A E— S e
KAWAKAMI, Hippocampe : CA_ et CA3 Active la biosynthése des cor-
! SETO et et une partie du ticostéroides surrénaux mesu-
o | YOSHIDA gyrus dentatus rée par l'incorporation a‘'acé-
H (19ee ) ¢ _ _ _ _ _ __ _____L tate C** a la_corticostérone _
S | Pas d'inflwence  _ _ _ _ _ _ _
n. central Diminue la synthése de corti-
Amygdale~{~ = = - = - - - |~ costerome  _ _ _ _ _ . - - -

n. basolatéral,
médian, cortical

Pas de changement
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TABLEAU VI : Effets des implantations de dexaméthasone dans le cerveau

du rat sur la fonction surrénale.

REFERENCES SITE D'IMPLANTATIONS EFFETS
CORBIN, Eminence médiane Réduit les taux de cortico-
MANGILI , MOTTA stérone plasmatigue et sur-
ET MARTINI rénale.
(1%es) | _ _ _ _ ________L Diminue le poids_des_surrénales
Hypophyse _ _ _ _ _ _ _ Pas dleffet = _ _ _ _ _ __ __
Cortex cérébral = | Pas d'effet = _
Mésencéphale Diminue le taux de cortico-
Formation réticulée stérone plasmatique et sur-
latérale rénale.

Réduit le poids des surrénales

ZIMMERMANN et Hypothalamus Abolit considérablement le
CRITCHLOW pic diurne des taux de corti-
(1969) costérone plasmatique des

animaux non soumis & un stress

.
I e s Uy

Diencéphale ventral Annule le taux de cortico-
Mésencéphale antérieur stéroides chez les animaux
non stressés.

o T e e e e e e e o e . it 7 e T e i i o o e St o o S S i s S o = . = hom . " - o Wt o Y s e e e o o e

BOHUS et Région antérieure de Supprime la décharge
STRASHIMI ROV 1l'éminence médiane A'ACTH liée au stress
(19700 | _ _ __ _ _ _ ____._ o
Région infundibulaire Supprime la décharge
d'ACTH
Hypophyse antérieure Supprime la décharge
(implantations bila- d'ACTH

térales)




FIGURE 32

Schéma trés simplifié des actions exercées par les glucocor-
ticoides et 1'ACTH sur l'axe hypothalamo-préhypophyso-corticosur-

rénalien & corticolibérine(s).

NB : Le détail des structures corticostéroido-sensibles et corti-

costéroldo-insensibles ne pouvait pas &tre précisé sur ce schéma.
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structures mésencéphaliques gont aussi impliquées dans cette rétroaction
(CORBIN et Coll., 1965 ; SLUSHER, 1966 ; BOHUS, 1968). Une influence

du systéme limbigque sur la sécrétion Ad'ACTH est également établie. Con-
sidérant la régulation de cette hormone au repos ou au cours du stress,
de nombreux chercheurs observent que 1l'implantation de corticostéroides
dans 1'hippocampe augmente a la fois le taux de base d'ACTH et celui
induit par le stress (DAVIDSON et FELDMAN, 1967 ; KNIGGE, 1966 ; KAWAKAMI,
et Coll., 1968 b ; BOHUS, 1975). Ces effets sont par contre, opposés a
ceux constatés, généralement inhibiteurs, lors de la stimulation directe
de l'hippocampe (KAWAKAMI et Coll., 1968 a ; DUPONT et Coll., 1972). Le
maintien de taux constants de glucocorticoides, par des implantations
dans 1l'hippocampe,empéche le rythme circadien de la sécrétion hypophy-
saire (SLUSHER, 1966). Des implantations de dexaméthasone produisent une
inhibition significative de 1'hypertrophie surrénalienne compensatrice

(DAVIDSON et FELDMAN, 1967).

L'hippocampe semble &tre un site candidat a la rétro-
action des glucocorticoides. Chez le rat, la corticostérone est plus for-
tement concentrée et est retenue plus longtemps dans 1l'hippocampe, le
septum et 1l'amygdale que dans les autres régions cérébrales (McEWEN et
Coll.,1969,1970,1979;KNIZLEY, 1972 ; MCEWEN et PFAFF, 1973). Des protéines
spécifiques réceptrices des glucocorticoides sont mises en évidence dans
les cellules de 1l'hippocampe (GROSSER et Coll., 1971 ; McEWEN et Coll.,
1972 ; MCEWEN et WALLACH, 1973 ; STEVENS et Coll., 1973). La figure 32
schématise 1l'ensemble des actions exercées par les glucocorticoides et

1'ACTH sur 1l'axe hypothalamo-préhypophyso—corticosurrénalien & corticoli-

bérine(s) .

IIT - OBJECTIFS

Les incertitudes concernant le site des rétroactions
des glucocorticoides, exposées précédemment,justifient l'entreprise d'une
étude visant & localiser au niveau cérébral et hypophysaire les cellu-

les capables de fixer ces stéroides.
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Au moyen de la radiocautographie qui permet de visua-
liser individuellement des cellules marquées, il nous a semblé intéres-
sant d'essayer de détecter les sites récepteurs des glucocorticoides 3H
chez le rat mé@le surrénalectomisé. Dans un premier temps, nous avons

établi la distribution topographique des cellules marquées aprés injec-

tion de corticostérone 3H (WAREMBOURG,1973,1975a et c).Ce stéroide est

utilisé de préférence car il est, chez le rat, le principal glucocorti-

coide endogéne (BUSH, 1953).

Etant assez surpris lors de nos premiers résultats
. < 3 , . . :
avec la corticostérone H de n'obtenir aucune fixation au niveau hypo-
thalamique, nous avons, dans un deuxiéme temps, tenté de réitérer cette

- Lo B 3 . -
€tude en utilisant la dexaméthasone "H, un glucocorticoide de synthése,

connu pour son puissant pouvoir inhibiteur sur la sécrétion d'ACTH
(WAREMBOURG,1975b et ¢).Ld encore, les résultats radiocautographiques obte-
nus étaient plutdt déconcertants. Ils ont été confirmés depuis par 4'au-

tres auteurs et clarifiés par la biochimie.
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R E S U L T A T S

3
I - FIXATION DE LA CORTICOSTERONE H CHEZ LE RAT MALE

Notre expérimentation a porté sur dix rats (Sprague -
Dawley) miles, surrénalectomisés 48 h & 6 jours avant l'injection du
traceur. Chez ces animaux, l'eau de boisson est alors remplacée par une
solution de chlorure de sodium a 0,9 %. Les rats regoivent une injection
de 100 uCi de corticostérone 3H-1,2 (activité spécifique : 26 ci/m Mole).
Ils sont décapités & des temps variant entre 1 et 2 heures aprés l'inj-
Jection de l'hormone marquée. Les cerveaux, rapidement prélevés, sont
congelés et la technique radioautographique est effectuée. La durée d'ex-

position des radioautographies est de 112 & 128 jours.

L'identification des structures est faite selon 1l'at-

las du cerveau du rat de KONIG et KLIPPEL (1963).

Chez tous les rats examinés, une distribution simi-
, . . < 3 . .
laire des neurones fixant la corticostérone "H est obtenue. La réaction

radioautographique est le plus souvent localisée sur la zone nucléaire

des neurones., Nos observations réalisées sur des coupes frontales dans
les régions s'étendant du bulbe olfactif au mésencéphale sont les sui-

vantes :

1) Systéme nerveux central : concentration de la radiocacti-

vité une heure aprés l'injection

a) Région olfactive

Des cellules marquées se rencontrent dans 1l'ensem-

ble du noyau olfactif antérieur ; elles sont néanmoins plus abondantes
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dans les parties dorsale et latérale de ce noyau (fig. 33 a et b). Le
nombre de grains d'argent sur ces cellules est peu élevé par rapport a
celui des neurones de certaines régions envisagées ultérieurement ; mais,

comparativement au néopallium ce marquage est notable.

Dans la région paraolfactive, une bande de cellules
trés fortement marquées se situe de part et d'autre du sillon inter-
hémisphérique (fig. 33 c¢). Elles appartiennent & 1l'hippocampe précommis-
sural (encore connu sous le nom de continuation antérieure de 1'hippo-
campe) . Cette formation est partagée, dés l'apparition du corps calleux
en deux groupes cellulaires qui retiennent intensivement l'hormone tri-
tiée (fig. 33 d). Certaines cellules s'observent au-dessus du corps
calleux jusqu'au niveau de l'indusiwn grisewn (ou hippocampe supra-
calleux) dont les neurones présentent une charge importante en radioacti-
vité. Les autres cellules localisées en-dessous du corps calleux s'é-

tendent vers le n. septo-hippocampique (fig. 34 a).

Des neurones faiblement marqués sont dispersés dans
les régions du tubercule olfactif et du cortex piriforme. Aucun marquage
spécifique n'est révélé au niveau des cellules de la bande diagonale

de Broca, des il18ts de Calleja et du n. accumbens.

b) Septum

L'intégralité du septum antérieur présente des cel-
lules marquées. Cependant, la charge en radiocactivité et la distribution
de ces neurones différent selon les régions. Si 1l'on divise cette partie
du septum en régions dorsale, latérale et médiane, 1'observation montre
gue les neurones les plus fortement margués et les plus nombreux sont
situés dans la région dorsale sous le corps calleux et dans la région
latérale juxta-ventriculaire (fig. 34 a, b, ¢ et fig. 37 a). Plus posté-
rieurement, le nombre de ces cellules diminue progressivement. Dans le
n. septal de la fimbria et interstitiel de la strie terminale, certains

neurones possédent encore gquelques grains d'argent (fig. 34 c). Le n.



FIGURES 33 A 36

Distribution des neurones marqués (représentés par des points
noirs) dans le cerveau chez le rat aprés injection de cortico-
stérone 3H.

Les dessins ont été réalisés a la chambre claire a partir de
radiocautographies de coupes frontales de la région olfactive au

mésencéphale sélectionnées chez un méme animal.

FIGURE 33

Régions olfactive et paraolfactive.

ABREVIATIONS

A :  n. accumbens

AR : aire amygdalienne antérieure

AD : n. thalamique antérieur dorsal

AV : aire thalamique antérieure ventrale
AT : aire de transition cortico-amygdalienne
ab : n. amygdalien basal

ac : n. amygdalien central

aco : n. amygdalien cortical

ahd : aire hypothalamique dorsale

ahl : aire hypothalamique latérale

ahp : aire hypothalamique postérieure

al : n. amygdalien latéral

am : n. amygdalien médian

apom : aire préoptique médiane

ar : n. infundibulaire ou arqué

C 1 etngulum

CA : commissure antérieure

CA,a ; CAlp : champs CA1 antérieur et postérieur

CA. ; CA_ ; CA4 : champs CA2 ; CA_ ; CA

3 4
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septal triangulaire et le n. de la commissure antérieure sont trés peu
marqués., Implanté sur la face ventriculaire du trigone cérébral, 1l'or-

gane subfornical capte le traceur (fig. 34 4d).

e) Formation hippocampique

Plusieurs structures de la formation hippocampique
qui constituent 1'ensemble de la partie rétro-commissurale du limbe hip-
pocampique, en particulier : l'hippocampe vrai ou circonvolution de
l'hippocampe, le gyrus dentatus,le subiculum hippocampique, retiennent
fortement la corticostérone 3H. Dans ces régions, la fixation est trés

nettement nucléaire.

o) Hippocampe ou corne d'Ammon

En se basant sur la disposition, la morphologie et
les connexions des cellules pyramidales, des auteurs ont subdivisé 1l'hip-
pocampe en un certain nombre de champs cellulaires. Nous avons adopté
la classification CAl’ CA2, CA_, CA, des champs hippocampiens de LORENTE

R 3 4
de NO (1933, 1934).

La majorité des cellules dustriqtum pyramidal incor-
pore l'hormone marquée. Les radioautographies révélent une différence
dans l'intensité du marquage parmi les champs cellulaires. Les cellules
les plus fortement marquées sont décpuvertes parmi les champs CA1 (anté-
rieur et postérieur) et CAZ‘ Elles se distinguent entre elles par leur
.taille et leur répartition. Les cellules du champ CA1 (fig. 35, 36 et 37
b) sont plus petites que les cellules du champs CAz(fig. 35, 36 et 37 c).
Elles sont placées suivant deux couches : une couche superficielle for-
mée de deux rangées de cellules intimement juxtaposées et une couche
plus profonde caractérisée par des cellules moins rapprochées entre elles
et irréguliérement disposées qui atteignent le stratum oriens. Le champ
CAZ' au contraire, ne présente pas cet aspect stratifié. Parmi les cel-

lules du champ CA on constate que la concentration en radioactivité

1!



FIGURE 34

Régions du septum

ABREVIATIONS (Suite)

CCs
cd
CHD
CHV
CIl
CL
CPF
CS
co
dm
Ent

FD
FH
FLC
FOR
fo
GC
GCC
GD
GM

Hb
HP
IC
IG
IP

Lem

.

commissure du colliculus

n. caudé

commissure hippocampique dorsale

commissure hippocampique ventrale

capsule interne

claustrum

cortex piriforme

colliculus supérieur

chiasma optique

n. hypothalamique dorsomédian

cortex entorhinal pm : partie médiane
pl : partie latérale

fornix

fbrnix dorsal

fornix hippocampique

fissure longitudinale cérébrale

formation réticulée

fasceiculus optique

substance grise mésencéphalique centrale

genou du corps calleux

gyrus dentatus

n. géniculé thalamique médian

globus pallidus

hippocampe

habenula

hippocampe précommissural

ilséts de calleja

indusium griseun

n, interpédonculaire

lemmiscus médian
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dans les cellules du champ CA1 antérieur est supérieure a celle des
cellules du champ CA1 postérieur. Les cellules du champ CA3 (fig. 35,

36 et 37 d), les plusgrandes du gyrus hippocampique, fixent également
l'hormone mais leur charge en matériel radicactif est inférieure a celle
des précédentes. Eparpillées a l'intérieur du hile du gyrus dentatus,

les cellules du champ CA, sont les moins marquées.

4

B) Gyrus dentatus

Les nombreuses petites cellules qui forment le stra-
tum granulosum du gyrus dentatus concentrent sélectivement et intensi-

. 3 N
vement la corticostérone H (fig. 35 et 36). Elles sont granuleuses, trés

serrées et possédent un gros noyau (fig. 37 e).

Y) Subiculum hippocampique (fig. 36)

Le subiculum en continuité avec 1'hippocampe dont
il respecte la structure, présente de nombreuses cellules fortement
marquées. Celles-ci sont observées en grand nombre dans le prosubiculum.
Cette région, logée & l'intérieur du subiculum, est composée de cellules
qui sont dans le prolongement direct des cellules CA1 de la corne
d'Aammon. Dans le présubiculum et le parasubiculum, qui eux appartiennent
au gyrus para-hippocampique, des neurones faiblement marqués sont
identifiés, mais leur charge en grains d'argent est trés inférieure a
celle des cellules de la circonvolution de l'hippocampe. Le nombre de
neurones corticostérone-sensibles diminue dans la région présubiculaire

lorsqu'elle s'étend en arriére vers la région rétrospléniale (aire 26

de Brodmann),



FIGURE 35

La formation hippocampique et l'amygdale

ABREVIATIONS (Suite)

Neo
Neop
N III
NP
NR
0os
oad
oal
oam
oav
Pam
Ped
PM
Pre
Put
PV
Pv
RCC
Rsp
SGPV
SM
SN
SR
Sub
sc
sd
sf

lame médullaire externe

masse intercalaire

corps mamillaire

néocortex

néopallium

nerf oculomoteur

n. du pont

n. rouge

organe subfornical

n. olfactif antérieur partie dorsale
n. olfactif antérieur partie latérale
n. olfactif antérieur partie médiane
n. olfactif antérieur partie ventrale
cortex périamygdalien

pédoncules cérébraux

aire prémamillaire

présubiculum

putamen

n.paraventriculaire thalamique
n.paraventriculaire hypothalamique
radiations du corps calleux

aire rétrospléniale

substance grise périventriculaire
strie médullaire thalamique
substantia nigra

scissure rhinale

subzeulum

n. suprachiasmatique

n. septal dorsal

n. septal de la fimbria
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d) Amygdale

Dans ce volumineux complexe nucléaire beaucoup de
neurones incorporent le stéroide tritié. Néanmoins, leur charge en radio-
activité est plus faible que celle des cellules de la formation hippo-
campique (comparer fig. 37, f et g). Leur distribution varie d'un noyau
& l'autre. Trés disséminés dans les noyaux amygdaliens, antérieur, cen-
tral et latéral (fig. 34 c a fig. 35 d) ils apparaissent plus nombreux
dans la partie du noyau médian en contact avec le subiculum. Ils sont,
par contre, trés concentrés dans le noyau basal, notamment dans sa par-
tie médiane, et dans le noyau cortical y compris la zone de transition
cortico-amygdalienne (fig. 35 d a fig. 36 b). Les cellules de la masse

intercalaire ne révélent aucun marquage spécifique.

e) Cortex

Certaines régions du cortex présentent une population
cellulaire qui retient moyennement l'hormone marquée. Quelques éléments
neuronaux marqués sont dispersés dans les couches cellulaires du néocor-
tex au pdle frontal et dans les hémisphéres cérébraux. Ils sont plus
nombreux et regroupés dans l'indusium griseum , le cortex périamygdalien,
le cortex piriforme,plus particuliérement dans les régions proches de
la fissure rhinale et dans l'aire entorhinale du gyrus para-hippocam-
pique. La partie latérale de cette derniére région, en dedans du sillon
rhinal postérieur, (aire 28 de Brodmann) et la zone bordant la région
parasubiculaire montrent de nombreuses cellules marquées avec une
charge en grains d'argent supérieure & celle des cellules du néocortex

(fig. 36 c et 4).

f) Thalamus, hypothalamus

Les noyaux du thalamus et de 1l'hypothalamus ne révé-
lent pas de zones importantes 4d'incorporation élective du traceur. Des

cellules isolées montrent parfois quelques grains d'argent au niveau
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FIGURE 36

La formation hippocampique et l'aire entorhinale

ABREVIATIONS (Suite)

sh

sl

s

1]

st pe
st pi
TCC
TD
Thal
TO
TOL
TUL
ts

<

n. septal hippocampique

n. septal latéral

n. éeptal médian

n. supraoptique

n. interstitiel de la strie terminale partie externe
n. interstitiel de la strie terminale partie interne
tronc du corps calleux

tractus diagonal de Broca

thalamus

tractus optique

tractus olfactif latéral

tubercule olfactif

n. septal triangulaire

ventricule

n. hypothalamique ventromédian

zona ineerta
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nucléaire ou cytoplasmique mais leur distribution anarchique et leur
faible charge en radioactivité ne permettent pas de conclure & un mar-
quage spécifique, ni & la fixation de l'hormone dans une région bien dé-
limitée. Notons toutefois une rétention plus importante de stéroide

marqué au niveau du noyau médian de 1l'habenula (fig. 35 b & 36 a).

2) Hypophyse : concentration de la radiocactivité une heure

aprés 1l'injection

Dans le lobe antérieur de 1'hypophyse existe une
population importante de cellules marquées. Elles sont réparties dans
la totalité du lobe. Des cellules fortement marquées sont adjacentes a
des cellules faiblement ou non marquées. Les types cellulaires ne sont
malheureusement pas identifiables avec la coloration au vert de méthyle
pyronine. Certaines cellules révélent une nette rétention nucléaire de
radiocactivité tandis que d'autres montrent des grains d'argent distri-

bués a la fois sur le cytoplasme et le noyau.

Quelgues grains d'argent peuvent étre observés sur
les lobes intermédiaire et postérieur sans trés nette localisation

intracellulaire.

3) Systéme nerveux central et hypophyse : concentration

de la radioactivité en fonction du temps entre l'injec-

tion et le sacrifice

Chez les rats sacrifiés au-deld de 1 h 30 (soit
entre 1 h 40 et 2 h) aprés l'injection de corticostérone 3H, une trés
nette diminution dans l'intensité du marquage est constatée dans toutes
les régions précédemment citées. Cette baisse de densité des grains d'ar-
gent se traduit principalement dans les cellules des régions olfactives,
septales, amygdaliennes, corticales, des champs CA_ et CA4 de la for-

3
mation hippocampique et de l'hypophyse. Par contre, la concentration en



FIGURE 37

Radioautographies de coupes frontales de cerveau chez le rat

X - . . < 3
une heure aprés l'injection de corticostérone H.

a : cellules marquées du n. septal latéral.
(G. X 1340).

b : cellules marquées du champ CA1 de 1l'hippocampe.
(G. X 540).

¢ : cellules marguées du champ CA2 de l'hippocampe.
(G. x 1340).

d : cellules marquées du champ CA3 de 1l'hippocampe.
(G. X 635).

e : cellules marquées du gyrus.dentatus
(G. X 540).

f : cellules marquées & un plus fort grossissement du champ CA

1
de l'hippocampe. La réaction radioautographique prédomine

sur la zone nucléaire. (G. X 1340).

g : cellules marquées du n. amygdalien cortical (G. X 1340).
Leur charge en grains d'argent est plus faible que celle

des cellules de 1'hippocampe. Comparer fig, £ et g.
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radiocactivité est encore élevée au niveau des cellules de 1'hippocampe
précommissural, de 1l'indusium griseum, du gyrus dentatus et des champs
CA, et CA_. Il faut signaler que la réaction radiocautographique est

1 2
toujours essentiellement localisée sur la zone nucléaire des neurones.

3
II - FIXATION DE LA DEXAMETHASONE H CHEZ LE RAT MALE

Cette étude a été faite sur douze rats mdles (Sprague -
Dawley) matures, surrénalectomisés 5 & 12 jours avant l'expérimentation.
L'eau de boisson de ces animaux est remplacée par une solution de chlo-
rure de sodium & 0,9 %. Les rats regoivent une injection de 150 uCi de
dexaméthasone 3H -1, 2, 4 (activité spécifique : 20,8 Ci/m Mole). Ils
sont tués par décapitation une heure aprés 1'injection. Sur les cerveaux
rapidement prélevés, la technique radiocautographique est réalisée, la

durée d'exposition étant de 93 & 160 jours.

Bien qu'une distribution diffuse de la radiocactivité
soit observée dans tout le cerveau une heure aprés l'injection de dexa-
méthasone 3H, un puissant glucocorticoide de synthése, une concentration
plus élevée de grains d'argent est présente dans certaines régions cé-

rébrales, dans l'épiphyse et dans 1l'hypophyse.

1) Systéme nerveux central

D'importantes quantités de radioactivité sont accu-
mulées dans la lumiére des ventricules cérébraux. Les cellules épithélia-
les enveloppant les plexus choroides des ventricules sont marquées au
niveau cytoplasmique et nucléaire. Il en est de méme pour certaines
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et pour quelques cellules
épendymaires. Des grains d'argent sont visibles sur les régions en bor-
dure du systéme ventriculaire et sur les organes circumventriculaires
tels que les n. septal latéral, septal triangulaire, préoptique périven-

triculaire, périventriculaire hypothalamique et 1l‘'organe subfornical.
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La formation hippocampique, le septum et 1l'amygdale
ont été examinés maisils ne révélent pas d'accumulation préférentielle

de radioactivité.

Dans l'hypothalamus ventromédian (fig. 38 a) certai-
nes cellules présentent une quantité notable de grains d'argent au niveau
nucléaire et cytoplasmique (fig. 38 b). Les corps cellulaires marqués
sont identifiés dans la partie ventrale du n. arqué et dans sa portion
caudale a proximité du récessus infundibulaire du 3éme ventricule. Des
éléments marqués sont dispersés dans 1l'étendue de 1l'éminence médiane.

Les autres zones hypothalamiques ne montrent pas de marquage significatif.

Dans la glande pinéale (fig. 38 a), la concentration
en matériel radioactif est nettement supérieure & celle des régions cé-
rébrales. Les grains d'argent sont irréguliérement distribués sur la to-
talité du parenchyme épiphysaire sans localisation cellulaire ou intra-

cellulaire (fig. 38 g).

2) Hypophyse

Une heure aprés l'injection du composé tritié

la majorité des cellules du lobe antérieur de l'hypophyse, y compris la
pars tuberalis, sont marquées (fig. 38 c¢). Les grains d'argent, en quan-
tité variable, sont le plus souvent répartis sur l'ensemble noyau-cyto-
plasme. Une concentration de grains, plus importante existe parfois sur
le noyau de certaines cellules (fig. 38 4, e). Ces derniéres ne peuvent
pas étre identifiées par la coloration au vert de méthyle-pyronine.
Aussi du fait de 1'hétérogénéité de la population des cellules hypophy-
saires, il est difficile de dire si un type cellulaire capte préféren-
tiellement 1'hormone. Cependant la proportion de cellules dexaméthasone-
sensibles, semble indiquer que le marquage n'est pas confiné aux seules

cellules corticotropes.

Les lobes postérieur et intermédiaire retiennent
plus modérément le traceur que le lobe antérieur. Certains pituicytes

présentent une accumulation de grains d'argent (fig. 38 f).



FIGURE 238

a : Distribution des cellules marquées (représentées par des
points noirs) dans le cerveau et 1l'hypophyse en coupe

. 3
sagittale chez le rat aprés l'injection de dexaméthasone H.

ar : n. arqué - CA : commissure antérieure -~ CC : corps
calleux - co : chiasma optique - dm : n, dorsomédian -

E : épiphyse - ha : aire hypothalamique - HI : hippocampe -
LA : lobe antérieur de 1'hypophyse - PM : aire prémamillaire -

Th : thalamus - vm : n. ventromédian.

b : Radioautographie du n. arqué (G. X 670).

c, d, e : Radioautographies du lobe antérieur de 1l'hypophyse ;
c (G. X 830), d et e (G. X 1340).
Les fléches indiquent une concentration nucléaire des grains

d'argent sur certaines cellules.

f : Radioautographie du lobe postérieur de 1'hypophyse (G. X 1340).

Concentration des grains d'argent sur les pituicytes.

g : Radiocautographie de l'épiphyse (G. X 830).
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11

La distribution régionale des récepteurs des gluco-
L. 3 : eea o I
corticoides "H différe considérablement de celle que nous avons décrite

pour les récepteurs des hormones gonadiques.

La plus importante concentration de radioactivité

« , 3 3 .. .
aprés corticostérone "H, un glucocorticoide naturel, se situe dans les
neurones pyramidaux des champs CA, et CA_ des cornes d'Ammon. Bien que

1l'hippocampe puisse intervenir dais le cintréle de la libération 4'ACTH,
nous nous attendions cependant a localiser des récepteurs dans 1'hypotha-
lamus ou les effets des corticostéroides sur la sécrétion A'ACTH sont
démontrés (DAVIDSON et Coll., 1968 ; GRIMN et KENDALL, 1968) (conférer
tableaux IV & VI). Dans les expériences réalisées ensuite avec la dexa-

. 3 . <
méthase "H, un glucocorticoide de synthése, nous n'"avons pas constaté

4 notre grande surprise, de margquage sur l'hippocampe.

Avant de discuter nos résultats et de les comparer
4 ceux obtenus par d'autres auteurs chez divers mammiféres, nous analy-
serons la nature du produit responsable de la réaction radioautographi-
que. Nous tenterons ensuite d'expliquer par des données biochimigues
le fait que les récepteurs de la corticostérone et ceux de la dexamétha-
sone soient localisés dans des régions différentes du cerveau et de
1'hypophyse. Puis nous envisagerons briévement le rdle éventuel des ré-
gions marquées par les glucocorticoides 3H dans les mécanismes de régu-

lation de 1'axe hypophyse-surrénale.
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I - NATURE DU PRODUIT RESPONSABLE DE LA REACTION RADIOAUTOGRAPHIQUE

S s : , . 3
1) Aprés injection de corticostérone "H

McEWEN et Coll. (1969, 1970) ont procédé & l'analyse
chromatographique du produit retenu dans les différentes régions céré-
brales chez le rat surrénalectomisé, Cette étude est faite une heure aprés
l'injection de corticostérone, temps au bout dugquel la concentration d'hor-
mone radiocactive dans les noyaux de l'hippocampe est maximale. Dans 1'ho-
mogénat des régions marguées par radioautographie (hippocampe, amygdale,
cortex) 70 & 80 % de la radioactivité correspondent 3 de l'hormone in-
jectée. De plus, dans la fraction nucléaire de 1'hippocampe, 90 % de la
radioactivité appartiennent & de la corticostérone inchangée. Bien que
le cerveau posséde l'enzyme capable de convertir la corticostérone en
11 - déhydrocorticostérone (GROSSER, 1966), moins de 10 % du matériel
radicactif extrait d'une quelconque région cérébrale atteignent la mobi-

lité de la 11 - déhydrocorticostérone.

D'aprés ces données, le marguage obtenu sur nos ra-

dioautographies peut é&tre attribué, en grande partie, & l'hormone tritiée

sous sa forme initiale.

. e , . 3
2) Aprés injection de dexaméthasone H

La nature chimique du produit retenu dans le cerveau
chez le rat aprés administration de dexaméthasone est identifiée par DE
KIOET et Coll. (1974). Durant les quatre premiéres heures qui suivent
1'injection, intraveineuse ou intraventriculaire, la radicactivité détec-
tée correspond toujours au composé tritié inchangé. D'aprés ces auteurs,
ce stéroide est trés peu métabolisé par le systéme nerveux central. Il

semble qu'on puisse le rendre responsable de la réaction radioautographi-

que visualisée par les grains d'argent sur nos radioautographies.
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II - DISCUSSION ET COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC CEUX OBTENUS DANS

Chez le rat pour qui la corticostérone est le prin-
cipal glucocorticoide endogéne, la radicautographie localise les récepteurs
de ce stéroide essentiellement dans des régions extra-hypothalamiques.
La formation hippocampique (hippocampe précommissural, indusium griseum,
corne 4‘'Ammon, gyrus dentatus, subiculum) recéle la plus forte proportion
de neurones marqués ; elle est suivie par le septum, 1l'amygdale et cer-
taines zones du cortex. Ces observations corroborent celles de GERLACH
et MCEWEN (1972) qui démontrent par radiocautographie une fixation nuclé-
aire dans l'hippocampe. Elles sont confirmées par les travaux de STUMPF
et SAR (1975 b) et RHEES et Coll. (1975 a) qui décrivent dans les mémes
régions une fixation nucléaire saturable par la corticostérone froide.
Plus récemment, cette localisation des récepteurs est observée chez la
souris (COUTARD et OSBORNE-PELLEGRIN, 1979). Elle est également retrou-
vée chez le singe rhésus aprés injection de corticostérone 3H et aussi
aprés cortisol 3H (GERLACH et Coll., 1976 ; PFAFF et Coll., 1976). A
l'exception d'une étude faite chez le canard (RHEES et Coll., 1972), en-
core peu d'espéces en dehors des mammiféres ont fait l'objet d'une expé-
rimentation a ce sujet. La présence de cellules marguées par la corti-
costérone 3H dans 1l'hippocampe, le septum et l'amygdale est commune a
l'ensemble des mammiféres examinés. Ces structures extra-hypothalamigues
communiquent entre elles et entretiennent des relations neuroanatomiques
avec les régions hypothalamiques (voir fig. 10} .Elles ont une origine

ancienne dans 1l'évolution du systéme nerveux central.

Aprés injection de dexaméthasone 3H chez le rat, la
distribution de la radioactivité dans le cerveau est toute différente
de celle observée aprés corticostérone 3H. On note sur les radioautogra-
phies une importante rétention du composé radioactif dans le systéme
ventriculaire et dans l'épiphyse, une fixation notable sur certaines cel-

lules du n. arqué et importante sur les cellules antéhypophysaires. Ce



- 135 -

marquage, assez surprenant, est confirmé chez le rat par REES et Coll.

(1975) et RHEES et Coll. (1975 b). Il est constaté ultérieurement chez
la souris par COUTARD et Coll. (1978). REES et Coll. (1977) caractéri-
sent dans le lobe antérieur cde 1'hypophyse les différents types cellu-
laires fixant la dexaméthasone 3H, en combinant la radioautographie a

la technique immunocytochimique utilisant divers anti-sérums. Les cel-
lules les plus fortement marquées au niveau nucléaire sont les cellules

élaborant 1'ACTH.

L'importante gquantité de grains d'argent qui subsiste
dans la lumiére des ventricules cérébraux, permet de penser qu'une des
voies d'accés de la dexaméthasone dans le systéme nerveux est constituée
par les plexus choroides et le liquide cérébro-spinal. Elle refléte
aussi une vitesse de pénétration trés lente du glucocorticoide dans le
cerveau. La dexaméthasone agit vraisemblablement sur les cellules endo-
théliales et périvasculaires, les plexus choroides et 1l'épendyme. Ces
observations fournissent un critére anatomique & l'explication de ses
effets sur la réduction des oedémes cérébraux (ROVIT et HAGAN , 1968 ;

BASS et LUNDBORG, 1973).

IIT - DEMONSTRATION BIOCHIMIQUE ET PROPRIETES DES RECEPTEURS DES GLUCO-

1) Présence et propriétés des récepteurs dans le cerveau

et l'hypophyse

Le marquage nucléaire observé sur les cellules ner-
veuses et hypophysaires avec les glucocorticoides 3H résulte d'événements
cellulaires qui sont typiques des interactions stéroide-cellule cible,
en ce sens qu'un transfert séquentiel de 1l'hormone est mis en jeu du
récepteur cytosoluble vers le compartiment nucléaire. La liaison des
glucocorticoides 3H au noyau dans la cellule intacte est dépendante de
la température, elle est importante de 25 & 37°C et négligeable a 0°cC,

(MCEWEN et WALLACH, 1973).
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Dans la fraction cytosoluble de 1l'hypophyse
et des régions cérébrales marquées par radioautographie, des récepteurs
de glucocorticoides 3H sont identifiés. La valeur approximative de 7 S
en gradient de densité de saccharose du coefficient de sédimentation
est obtenue pour les récepteurs cytosolubles marqués par la dexaméthasone
3H de l'hypophyse bovine (WATANABE, 1975). Chez le rat, les macromolé-
cules réceptrices spécifiques de la corticostérone 3H dans l'extrait
cytosoluble du cerveau sont des protéines de poids moléculaire élevé
(> 200,000). La liaison de haute affinité et de capacité limitée pour
la corticostérone 3H présente une constante de dissociation de l'ordre
de 3,8 X 10 -2 M (GROSSER et Coll., 1971 ; DE KLOET et McEWEN, 1976 a
et b). Lorsqu'il est marqué im vVZvo par la corticostérone 3H, ce récep-
teur est abondamment précipité par le sulfate de protamine ; ce qui in-
dique qu'il posséde une charge négative (McEWEN et Coll., 1872 ; STEVENS
et Coll., 1973). En fonction de cela et pour les raisons suivantes : sa
sensibilité aux agents sulfhydryls bloquants, sa présence aprés perfu-
sion intense du cerveau, son pouvoir a lier les glucocorticoldes synthé-
tigques tels que la dexaméthasone, les récepteurs cytosolubles du cerveau
chez le rat sont différents de la transcortine présente dans le sang
(MCEWEN et Coll., 1972 ; McEWEN et WALLACH, 1973 ; DE KLOET et Coll.,
1975 ; DE KLOET et McEWEN, 1976 b).

2) Existe~t-il plusieurs populations de récepteurs des glu-

cocorticoides dans l'hypophyse et le cerveau?

Une explication possible & la localisation régionale
différente des cellules corticostérone-sensibles et dexaméthasone-sensi-
bles chez le rat serait l'existence de plusieurs populations de récep-
teurs des glucocorticoides ; la spécificité du récepteur envers le sté-
roide étant en rapport avec la distribution topographique. Cette possi-

bilité a été envisagée par plusieurs chercheurs.
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Les premiéres tentatives faites pour résoudre cette
guestion ont rencontré des difficultés dues au fait que la liaison de
la dexaméthasone 3H et de la corticostérone 3H aux récepteurs dans les
régions de l'hippocampe, de 1'hypothalamus et de l'hypophyse différe in
vivo et Im vitro (DE KLOET et Coll, 1975). La divergence principale
demeure dans la capacité de liaison de la corticostérone 3H au noyau cel-
lulaire 7Zm vitro qui est presque aussi élevée dans 1'hypophyse que
dans l'hippocampe. Certains résultats radiocautographiques 17 ViVo sont
néanmoins en accord avec ceux obtenus in vVitro. C'est le cas pour la
liaison nucléaire de la dexaméthasone 3H in vitro plus importante dans
1'hypophyse que dans 1'hippocampe et 1l'hypothalamus ol elle est équi-
valente. De méme, la capacité de liaison de la corticostérone 3H i vi-
tro dans l'hippocampe est supérieure a celle trouvée dans 1'hypothala-

mus.

La fraction cytosoluble hypophysaire manifeste une
capacité de liaison plus grande pour la corticostérone 3H que pour la
dexaméthasone 3H ; le résultat inverse est obtenu pour l'extrait nuclé-
aire (KOCH et Coll., 1975). Les données de travaux biochimiques récents
que nous rapportons dans ce paragraphe permettent de clarifier ce qui
se passe au niveau hypophysaire et fournissent des critéres en faveur
de l'existence possible de plusieurs populations de sites de liaison

des glucocorticoides dans le cerveau et 1'hypophyse.

a) Cytosol de 1'hypophyse

L'extrait cytosoluble de pituitaire de rats surré-
nalectomisés perfusés fournit une macromolécule semblable & la trans-
cortine qui est incapable de lier la dexamethasone (KOCH et Coll.,

1875 ; DE KLOET et McEWEN, 1976 a). De plus, la proportion de "transcor-
tine-like" matériel est importante, comparée a la quantité faible de
"receptor-like" macromolécules de poids moléculaire élevé mise en évi-
dence. Cette derniére population de macromolécules, contraitement & la

N ; L s . - 3
composante analogue a la transcortine, lie a la fois la dexaméthasone "H
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et la corticostérone "H. Le complexe récepteur-hormone formé avec 1l'un
ou l'autre des deux stéroides se lie au DNA-cellulose (DE KLOET et
McEWEN, 1976 a) de la méme fagon que les complexes récepteur-glucocor-

ticoide dans le foie (KALAMI et Coll., 1975).

Chez le rat, les deux caractéristiques qui distin-
guent les récepteurs des glucocorticoides de 1'hypophyse de ceux du

cerveau sont les suivantes

- Aprés surrénalectomie, le contenu en récepteurs cytosolubles dans 1l'hy-
pophyse n'augmente pas & l'inverse de celui du cerveau,

- La concentration des récepteurs hypophysaires est constante dés les
premiers jours de la vie tandis que dans le cerveau elle augmente entre

la naissance et le quinziéme jour (OLPE et McEWEN, 1976).

Ces macromolécules "transcortine-like" apparaissent
dans le cytosol de 1l'hypophyse dans lequel toute présence détectable de
sang circulant est éliminée par perfusion. Cela démontre que ces macro-
molécules sont, soit étroitement associées aux cellules hypophysaires
dissociées, soit existantes & l'intérieur méme de ces cellules (KOCH et
Coll., 1976 ; DE KLOET et Coll., 1977). Le fait qu'elles ne se lient
pas a la dexaméthasone, ni au DNA-cellulose, rejette la possibilité de
les considérer comme un récepteur intracellulaire jouant un rdle de mé-
diateur dans l'action exercée par les stéroides sur la sécrétion 4'ACTH.
Ces molécules se conduiraient plutét comme un tampon envers la cortico-
stérone circulante, intervenant en retardant la quantité de ce stéroide
capable de se lier au récepteur vrai. Cet effet serait plus pronconcé
in vivo lors d'une injection de corticostérone 3H que in vitro car dans
ce cas on peut parvenir & une concentration élevée et constante de cor-
ticostérone 3H. Cela tendrait a Jjustifier l'importante capacité de 1li-
aison au noyau cellulaire atteinte par la corticostérone 3H in vitro
dans les extraits hypophysaires (DE KLOET et Coll., 1975). Ce rdle hy-
pothétigque de la transcortine dans la régulation de l'accés de la cor-
ticostérone et non dans celui de la dexaméthasone aux sites récepteurs
hypophysaires expliquerait la disponibilité des récepteurs intracellu-

. - 3 .
laires envers la dexaméthasone H chez des rats intacts avec des taux
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de base normaux de corticostérone. Il contribuerait également a élucider
l'action beaucoup plus puissante exercée par la dexaméthasone, compara-
tivement & la corticostérone, sur la suppression de la sécrétion d'ACTH

in vive.

b) Cytosol du_ cerveau

Considérant l'existence possible de plusieurs sites de li-
aison pour les glucocorticostéroides dans le tissu nerveux, DE KLOET et
Coll. (1975), DE KLOET et MCEWEN (1976 b) suggérent que la fraction cy-
tosoluble de l'hippocampe contient deux populations légérement différen-
tes de récepteurs des glucocorticoides. Celles-ci se distinguent par

les propriétés suivantes :

- L'activité de liaison des récepteurs pour la dexaméthasone 3H, sans
renouvellement du stéroide, décline plus rapidement que l'activité de
liaison pour la corticostérone 3H.

- Dans les expériences de compétition, la corticostérone 3H est largement
déplacée par la corticostérone non marquée mais trés peu par la
dexaméthasone non radioactive. Par contre, la liaison de la dexamétha-
sone 3H est supprimée dans les mémes proportions par la corticostérone
et la dexaméthasone non marquées. D'autres auteurs (STEVENS et Coll.,
1975 ; ANDERSON et FANESTIL, 1976) signalent &galement, au cours d'ex-
périences de compétition dans le cytosol du cerveau du rat, l'existen-
ce de plusieurs populations de récepteurs caractérisées par leurs
affinités différentes envers les stéroides surrénaliens.

- Les complexes corticostérone 3H et dexaméthasone 3H formés avec les
macromolécules cytosolubles dans l'hippocampe présentent aprés chro-
matographie un trajet d'élution différent en gradient de NaCl.

- L'isoélectrofocalisation des récepteurs cytosolubles du cerveau mar-
qués par la dexaméthasone 3H ou la corticostérone 3H définit au moins
deux composantes (focalisant avec un pI & pH 5,9 et 6,8 respectivement)

qui se distinguent par leur affinité vis~a-vis des deux stéroides
(MACLUSKY et Coll., 1977).
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Ainsi, l'existence dans le cerveau de deux populations
de récepteurs des glucocorticoides est mise en évidence chez le rat.
Le probléme n'est pas totalement résolu de savoir dans quelle mesure elles
permettent d'expliquer les marquages aussi distincts obtenus entre 1'hip-
pocampe, l'hypothalamus et les autres régions cérébrales aprés injection

. 3 _ 3
de corticostérone H et de dexaméthasone "H.

pDans le rein, la situation est assez semblable chez
le rat. Trois populations de sites récepteurs pour les stéroides surré-
naliens sont mises en évidence (FUNDER et Coll., 1973 a et b) : un type
I préférant 1l'aldostérone, un type II préférant la dexaméthasone, un
type I1I ressemblant & la transcortine du sérum préférant la corticosté-
rone. Les récepteurs du type III sont localisés par radioautographie dans

les tubes collecteurs du rein (STRUM et Coll., 1975).

3
IV - ROLE DES REGIONS MARQUEES PAR LES GLUCOCORTICOIDES H DANS LES

1) Régions cérébrales

Des expériences de lésions, de stimulations, d'implan-
tations de divers glucocorticoides au niveau des structures limbiques
ont fait l'objet de nombreux travaux et les résultats sont souvent trés

controversés.

La fonction de base du systéme hypophyse-surrénale
évaluée trois semaines aprés l'implantation de corticostérone dans les
champs cellulaires CA2 et CA3 de la corne d'Ammon (mais pas dans le champ
CAl) et dans une partie du gyrus dentatus est facilitée chez le lapin
(KAWAKAMI et Coll., 1968 b). SLUSHER (1966) observe que les valeurs de
corticostérone plasmatique mesurées le matin sont augmentées aprés implan-

tation de corticostérone dans l'hippocampe ventral chez le rat. Aprés

implantation de cortisone,KNIGGE (1966) constate également un taux plus
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élevé de corticostérone plasmatique évalué 3 un moment non spécifié de
la journée. Des implantations bilatérales de cortisol dans l'hippocampe
ventral, mais pas dorsal, accroissent la décharge 4d'ACTH basale ainsi
que celle en réponse & une agression psychique (changement d'environne-
ment) (BOHUS, 1975). Si 1'on suppose que ces corticostéroides ainsi im-
plantés agissent de fagon physiologique, le résultat de ces expériences
peut indiquer un rdle de "feedback positif" pour l'hippocampe. La pré-
sence d'un taux élevé de glucocorticoide entraine l'activation des mé-

canismes de l'hippocampe qui stimulent 1l'activité corticosurrénalienne.

L'effet de la stimulation électrique de 1'hippocam-
pe sur l'activité hypophyse-surrénale dépend de la fréquence de la sti-
mulation et de 1'état comportemental de 1l'animal. Pour ENDROCZI et LISSAK,
(1962) , la stimulation de l'hippocampe, & basse fréquence uniquement
(12 & 36 Hz), empéche l'augmentation de l'activité hypophyse-surrénale
consécutive & un stress tandis que des fréquences progressivement plus
€levées n'ont pas d'effet (120 Hz) ou activent de fagon significative
(240 Hz) la réponse & une agression . Cependant, si les animaux sont
habitués a la stimulation, la réponse ne sera pas influencée. KAWAKAMI
et Coll. (1968 a) affirment que la stimulation pendant une heure des
champs CA2 et CA3 de l'hippocampe dorsal augmente l'activité de 1'axe
hypophyse-surrénale chez le lapin dans les conditions basales. Par
contre, l'activation du systéme hypophyse-surrénale induite par 1'im-
mobilisation est bloquée par la méme stimulation. De méme, la stimula-
tion & basse fréquence (10 Hz) du gyrus dentatus chez le rat inhibe
fortement l'augmentation de la corticostérone plasmatique consécutive &
une entaille de la queue ou a une exposition au froid, (DUPONT et Coll.,

1972) . Pour la plupart des auteurs la stimulation de l'hippocampe suppri-

me la réponse corticosurrénalienne au stress.

Un autre aspect de l'axe hypophyse-surrénale dans
lequel 1l'hippocampe prédomine est la variation diurne de la décharge
A'ACTH. La persistance d'une corticostéronémie constante aprés implan-

tation de cortisol dans l'hippocampe abolit le rythme nycthéméral 4‘'ACTH
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{SLUSHER, 1966) ce qui témoigne d'une influence possible des glucocor-
ticoides dans le maintien de ce cycle circadien. Des lésions de 1l'hippo-
campe ou des destructions de ses afférences ou de ses efférences tendent
a annuler le rythme normal de la sécrétion hypophysaire. Aprés section
du forntx le taux des glucocorticoides plasmatiques,normalement bas le
matin, atteint celui de la fin de la journée (NAKADATE et DE GROQOT,
1963 ; MOBERG et Coll., 1971). ENDROCZ T (1972) reporte des changements
similaires chez le rat aprés lésions septales rostrales ou ablation
chirurgicale de l'hippocampe. Bien gque ces résultats soient remis en
question par plusieurs auteurs (WILSON et CRITCHIOW, 1973/ 1974 ; LENGVARI
et HALASZ, 1973) et gue l'origine nerveuse de cette variation diurne ne
soit pas exactement connue, il est probable que les fibres afférentes &
1'hippocampe et particuliérement le formix ont un rdle modulateur sur ce
rythme nycthéméral. En accord avec la fonction régulatrice présumée

des corticostérolides dans la variation journaliére de l'activité nex-
veuse, PFAFF et Coll. (1971) obtiennent un abaissement de l'activité uni-
taire des neurones de l'hippocampe dorsal aprés injection intraveineuse
de corticostérone. Cette diminution aprés un départ souvent lent, se ma-
nifeste pendant au moins trois heures aprés l'injection. Il est possible
qu'elle soit provoquée par des changements métaboliques dans la cellule,
induits par 1'hormone, qui durent plus longtemps que le taux d'hormone

circulante.

On peut se demander si les glucocorticoides affectent
directement 1l'activité fonctionnelle du systéme septum-hippocampe ou si
les influences de l'hippocampe sur les autres régions cérébrales dépen-
dent de 1'"état hormonal"” de ces autres Structures. De nombreux chercheurs
constatent des modifications dans l'orientation de l'effet de la stimu-
lation cérébrale locale sur la sécrétion d'ACTH, en fonction de la corti-
costéronémie au moment de la stimulation. Quand les taux sanguins sont
bas,la stimulation augmente la sécrétion de corticostéroides ; quand les
niveaux sont élevés, elle ne produit aucun changement ou diminue la sé-
crétion. Cela peut signifier que le résultat de 1l'effet de la stimula-

tion cérébrale sur la sécrétion A'ACTH en présence de glucocorticoides
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est opposé a celui produit lors de la stimulation en leur absence. Cette
variation de l'effet de la stimulation suivant la teneur en glucocorti-
coides est observée non seulement quand elle est appliquée dans 1l'hippo-
campe (KAWAKAMI et Coll., 1968 a) mais également dans 1'amygdale (MATHE-
‘SON et Coll., 1971).Comme ces régions présentent des similitudes quant &
leursafférences et & leurs efférences, ces observations reflétent peut-étre
une modalité commune & ces structures.En dépit des corrélations avec les
taux de glucocorticoides plasmatiques,le rapport de cause & effet entre

l'hormone et le résultat de la stimulation n'est pas parfaitement établi.

2) Hypophyse

De nombreux travaux démontrent que les glucocorticoides
synthétiques tels que la dexaméthasone exercent une action inhibitrice
sur la sécrétion d'ACTH au repos ou induite par un stress en agissant
principalement au niveau hypophysaire (DE WIED, 1964 ; SMELIK et PAPAI-
KONOMOU, 1973 ; DE KLOET et Coll., 1974). La dexaméthasone provoque la
suppression de la décharge d'hormone corticotrope dans les cellules hy-
pophysaire in vitro par un processus qui implique une synthése d'A.R.N.
dépendante de 1'A.D.N. (ARIMURA et Coll., 1969). On peut penser qu'une
corrélation existe entre le marquage nucléaire de la dexaméthasone et
le mécanisme de libération de 1'ACTH. Cependant & partir d'hypophyses
incubées avec des extraits purifiés de CRH et soumises & la dexamétha-
sone, KOCH et Coll., (1974)dissocient les processus de synthése et de
décharge de l'hormone corticotrope. Ils observent aprés un traitement
prolongé par la dexaméthasone une inhibition & la fois de la biosynthése
et de la décharge d'ACTH tandis qu'un traitement & court terme supprime
la libération de 1'hormone hypophysaire mais n'altére pas sa synthése

de novo..

La corticostérone est beaucoup moins active gque la
dexaméthasone dans la suppression de la décharge d'ACTH 7n vivo. Dans
les cellules hypophysaires de rats surrénalectomisés depuis une période

assez longue, le taux 4'ACTH induit par le CRH est élevé comparativement
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a celui enregistré dans les cellules de rats intacts (SAYERS et PORTANOVA,
1974) . Ainsi la corticostérone semble exercer une influence de contréle

a long terme sur la sécrétion de 1l'hormone corticotrope. L'actinomycine

D empé&che la corticostérone d'exercer im vVitro son pouvoir inhibiteur sur
la sécrétion 4A'ACTH dans des cellules hypophysaires préparées a partir

de rats surrénalectomisés mais n'a pas d'influence lorsque ces cellules
proviennent de rats intacts (PORTANOVA et SAYERS, 1974). Ces auteurs sug-
gérent la formation d'un facteur cellulaire induit par la corticostérone
avec lequel l'hormone agirait par la sulte pour supprimer la sécrétion
d'ACTH. Cette hypothése pourrait expliquer les résultats de KOCH et

Coll, (1974) obtenus avec la dexaméthasone.
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CONCLUSION DE LA QUATRIEME PARTIE

L'analyse radioautographique révéle chez le rat apreés
injection de corticostérone 3H, le principal glucocorticoide endogéne,
des cellules margquées au niveau nucléaire dans plusieurs structures ex-
tra-hypothalamiques : l'hippocampe, le septum, l'amygdale et certaines
régions du cortex. Par contre, aprés injection de dexaméthasone 3H, un
glucocorticoide de synthése, la radiocactivité est préférentiellementﬂcon—
centrée dans l'hypothalamus médio-basal et 1'hypophyse ainsi gqu'au niveau
des ventricules, des organes circumventriculaires et des plexus choroi-
des. Comparativement a la corticostérone, la dexaméthasone 3H pénétre
beaucoup plus lentement dans le cerveau. Il est possible que ce stéroide
rencontre des difficultés a passer la barriére hémato-encéphaligue et
que la principale voie d'accés devienne le systéme ventriculaire. Cette
hypothése est étayée par la présence de nombreux grains d'argent sur les

plexus choroides et les organes circumventriculaires.

La réaction radiocautographique visualisée par les
grains d'argent est probablement due en grande partie aux glucocorticoi-
des injectés car le métabolisme de ces stéroides dans le cerveau est

peu important.

On peut tenter d'expliquer la différence observée
dans la localisation des cellules corticostérone-sensibles et des cellu-
les dexaméthasone-sensibles par les résultats biochimiques. Ces derniers
démontrent 1l'existence d'au moins deux classes de sites récepteurs des
glucocorticoides se distinguant par leur distribution régionale et leur

spécificité envers le stéroide.

Les informations relatives a des changements biochi-
migques consécutifs & une liaison nucléaire de corticostéroide au niveau

des régions marquées sont peu nombreuses. MUHLEN et OCKENFELS (1969) re-
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marquent un accroissement de la taille des noyaux des neurones pyramidaux
de l'hippocampe aprés injection intraveineuse de cortisone chez le co-
baye. Ces augmentations suggérent des effets au niveau du génome. Une
autre constatation, moins directe,de ces effets est le changement cons-
taté dans l'incorporation de cytidine & 1'A.R.N. qui se produit dans
1l'hippocampe durant l'apprentissage d'un travail impliquant un stress
(BOWMAN et STROREL, 1969 ; KOTTLER et Coll., 1972). Ces auteurs n'ayant

cependant pas effectué cette étude chez des rats surrénalectomisés, le

réle des surrénales dans ces changements n'est pas établi.

I1 est évident que la régulation de certaines enzy-
mes du cerveau passe par un effet des glucocorticoides au niveau du gé-
nome. C'est le cas de la glycérophosphate 48shydrogénase qui est induite
par les corticostéroides a la fois dans le cerveau (DE VELLIS et INGLISH,
1968) et dans les cellules gliales en culture chez le rat (DE VELLIS et
Coll., 1971). L' induction de cette enzyme par le cortisol est bloguée
par l'actinomycine D dans la culture de tissu (DE VELLIS et Coll.,
1971) . Ces résultats ont soulevé le probléme de l'existence de récepteurs
des glucocorticoides dans les cellules gliales. Il a été montré récemment
que ces cellules contenaient une seule population de récepteurs avec un
point isoélectrique de 5,9 correspondant a celle qui lie préférentielle-
ment la dexaméthasone 3H dans le cerveau (McEWEN, 1979). La radioautogra-
phie n'apporte pas de preuve & ces données car les glucocorticoides 3H
n'apparaissent pas &tre sélectivement retenus dans les cellules gliales
du cerveau. Cependant, nous avons récemment mis en évidence une fixation
spécifique nucléaire dans les cellules gliales du ganglion cervical su-
périeur chez le rat aprés injection de dexaméthasone 3H (WAREMBOURG et

Coll., 1979).

Bien que l'existence d'une relation réciprogue entre
les systémes septum-hippocampe et hypophyse-surrénale soit évidente, 1'
axe hypothalamo-~hypophyso-corticosurrénalien et sa régulation par 1'hip-
pocampe pose un probléme trés complexe. Les mécanismes de contrdle de

la sécrétion corticotrope ne reflétent pas l'activité d'une seule région
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nerveuse mais apparaissent mettre en jeu un ensemble de structures du
systéme nerveux central. De plus, le systéme septum-hippocampe, avec

sa structure bien organisée n'a pas une fonction "unitaire" dans la ré-
gulation de la sécrétion corticosurrénalienne mais peut manifester a

la fois des propriétés facilitantes et inhibitrices. L'amygdale est aussi
impliquée dans cette régulation mais 1la aussi il y a désaccord sur les

modalités de son action qui peut étre soit stimulante, soit inhibitrice.

La réponse de l'axe hypophyse-surrénale & des chan-
gements de milieu externe est modifiée par l'hippocampe. Cette région
est considérée comme une structure clef dans le contrdle des fluctuations
journaliéres de la sécrétion A'ACTH, dans l'activité nerveuse relative
au sommeil paradoxal et dans certaines réponses comportementales, accom-

pagnant la peur par exemple, qui sont associées avec la sécrétion d'ACTH.

L'aspect endocrine du rétrocontrdle des corticosté-
roides qui s'exerce au niveau des neurones marqués, se manifeste en mo-
dulant la réponse hypophyse-surrénale aux stimuli d'environnement et vrai-
semblablement en contrélant la rythmicité circadienne de ce systéme en-
docrine, mais, comporte aussi probablement des effets comportementaux, ou
autres, dans lesquels les structures nerveuses sont des cibles "directes"

et non seulement des sites de rétroaction.



CONCLUSTION  GENERALE
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Nous avons, a l'aide de la technique historadioauto-
graphique spécifique pour la détection des substances solubles, &étudié
la distribution topographique des cellules stéroido-sensibles au niveau
d'organes cibles chez plusieurs mammiféres. Les stérolides tritiés, in-
jectés par voie sous-cutanée, appartiennent & deux catégories d'hormo-
nes : des hormones gonadiques (l'oestradiol, la progestérone et un pro-
gestagéne de synthése : le R5020) et des hormones glucocorticoides (la
corticostérone, et un glucocorticoide de synthése : la dexaméthasone).
En plus du systéme nerveux central et de l'hypophyse qui sont les orga-

nes cibles préférentiellement étudiés pour chaque hormone, le tractus

génital a €té examiné pour les progestagénes.

La technique radioautographique utilisée permet de

visualiser les cellules cibles des stérolides en maintenant en place

des associations moléculaires complexes compatibles avec une consexr-
vation morphologique satisfaisante des tissus. La technique que nous
utilisons a été initialement décrite par APPLETON (1964, 1966, 1967,
1968). Nous 1l'avons adaptée & la détection des récepteurs des stéroides.
Elle est basée sur l'emploi de coupes effectuées au cryostat qui sont
déposées sur des lames émulsionnées et séchées. Cette méthode exclut

les principales sources de diffusion et permet de préserver la liaison
non covalente stéroide-macromolécule puisque les préparations sont main-

tenues a4 basse température (- 20°C) et gu' aucun solvant n'est utilisé.
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Cependant la radiocautographie ne donne pas de rensei-
gnement sur la nature du produit détecté ; aussi, est-il indispensable
de confronter nos résultats avec ceux obtenus par des méthodes biochi-

miques.

La localisation radiocautographique des stéroides a
1'échelle ultrastructurale,qui pourrait apporter des précisions sur les
modalités d'action des hormones au niveau du génome, rencontre encore
quelques difficultés techniques. Par contre, les essais de détection
immunocytochimique des stéroides aprés cryo-ultramicrotomie viennent

de donner des résultats prometteurs (MOREL et Coll., 1979).

La localisation neuroanatomique des cellules fixant

, 3 s A . :
l'oestradiol "H a été décrite chez la souris, le cobaye et le singe

écureuil, ovariectomisés. Les cellules marquées sont généralement obser-
vées dans des régions bien individualisées du cerveau et dans 1'hypo-

physe. Les trois zones principales d'accumulation nerveuse centrale de

radioactivité sont la région préoptico-striale (aire préoptique, n.

interstitiel de la strie terminale), l'hypothalamus médio-basal (n. ar-

qué, n. ventromédian, n. prémamillaire ventral) et l'aire amygdalienne

(n. médian, basal et cortical). La distribution des cellules marquées

se retrouve chez les rongeurs comme chez les primates suivant un trajet
septo-préoptico-hypothalamique. Cette disposition est d'ailleurs consta-
tée par d'autres auteurs chez plusieurs espéces de vertébrés, Ces régions
marquées appartiennent & des structures phylogénétiguement anciennes

du cerveau.

, . - 3 ce 2 = . .
La fixation de progestagénes H a été étudiée dans le

systéme nerveux central, 1'hypophyse et le tractus génital chez le co-

e , < 3 a s .
baye aprés injection de progestérone "H et chez le rat aprés injection

3
de R5020 "H (promégestone). Ce progestagéne de synthése a l'avantage

de se lier sélectivement aux récepteurs de la progestérone, alors gque
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1l'hormone naturelle peut aussi se fixex 3 des protéines plasmatiques.
Il nous a permis de localiser chez le rat les récepteurs de la proges-

térone. Cette étude est la premiére & avoir été effectuée en radioau-

tographie.

Chez ces animaux ovariectomisés et soumis aux oes-

trogénes, le margquage au niveau du systéme nerveux central se limite

essentiellement & deux régions : l'aire préoptique (organe vasculaire

de la lame terminale, n. préoptique périventriculaire, pars suprachias-

matique)et 1'hypothalamus médio-basal (n. périventriculaire, n. arqué).

Dans 1'hypophyse, certaines cellules du lobe antérieur retiennent le

traceur. Ces cellules cibles sont localisées dans des aires répondant
5 . 3 . A

a l'oestradiol "H. Cela peut laisser supposer gu'un méme neurone est

3
capable de fixer & la fois l'oestradiol 3H et les progestagénes H.

Dans l'utérus, nous avons montré pour la premiére
— Eibadimde

fois en historadioautographie une fixation spécifique de progestérone 3H

chez le cobaye et de R5020 3H chez le rat. Les différents types cellu-
laires retiennent les progestagénes avec une intensité plus ou moins
forte. Les cellules de la couche externe du myométre et du stroma de
1'endométre sont plus fortement margquées que celles des

épithéliums glandulaire et de surface.

Dans le vagin du rat, les cellules musculaires re-
< 3 . ,
tiennent modérément le R5020 "H tandis que les petites cellules du cho-
rion et celles de la couche basale de l'épithélium sont plus forte-

ment marquées.

MILGROM et Coll. (1972b) ont montré que le taux des
récepteurs de la progestérone évoluait au cours du cycle oestral chez le
cobaye avec une concentration maximale en prooestrus. Nous avons
effectué une analyse radiocautographique des différentes populations cel-
lulaires impligquées dans ces variations. Le marquage observé est maximal

en prooestrus et minimal en diocestrus sur les cellules du myométre et du
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stroma de 1'endométre de l'utérus ainsi que sur les cellules épithéliales
du vagin. Ces changements quantitatifs de récepteurs se produisent simul-~
tanément dans tous les types cellulaires des organes cibles considérés
(cornes utérines, endocol, vagin). Il apparait vraisemblable que les mé-
canismes qui contrdlent la concentration en récepteurs sont identiques

dans les différentes catégories cellulaires, Cette étude est la premiére

démonstration radioautographique qui mette en évidence ces variations

cycliques de récepteurs.

La distribution topographique des sites de fixation

de la corticostérone 3H et de la dexaméthasone 3H a été établie dans le

systéme nerveux central et 1'hypophyse chez le rat midle surrénalectomi-
sé. La localisation des neurones corticostérone-sensibles est essentiel-

lement extra-hypothalamique et se révéle trés différente de celle des

cellules ocestrogéno-sensibles. Les principales régions marguées sont

1l'hippocampe (hippocampe précommissural, Zndusium griseum, cornes d'
Ammon, gyrus dentatus, subiculum) le septum (n. septal latéral et dor-
sal), l'amygdale (n. basal, n. cortical, aire de transition cortico-

amygdalienne) et certaines régions du cortex.

. . g . . 3
Au contraire, aprés injection de dexaméthasone "H
ces régions extra-hypothalamiques ne sont pas marquées, la radioactivi-

té étant principalement concentrée dans 1'hypophyse, 1'hypothalamus

médio-basal et les régions bordant les ventricules. Cette différence
- . - 3
dans la localisation des cellules marquées par la corticostérone H
3 .
et la dexaméthasone "H peut s'expliquer par l'existence de plusieurs

populations de récepteurs des glucocorticoides dans le cerveau et 1'hy-

pophyse.

Ces résultats montrent que la réponse du cerveau aux
hormones stéroides n'est pas topographiquement uniforme mais que les zones

sensibles sont localisées dans certaines régions bien individualisées. Des
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différences frappantes apparaissent dans la topographie des cellules
fixant les hormones gonadiques (ocestradiol, progestérone, promégestone)
et celle des cellules retenant les hormones glucocorticoides (corticos-
térone et dexaméthasone) ou minéralocorticoides étudiée par d'autres
auteurs (ERMISCH et RUHLE, 1978). Ces observations suggérent une cer-
taine spécialisation chimique du systéme nerveux central vis-a-vis d'un
type d'hormone mais dans les conditions actuelles, il est impossible
d'établir si certains neurones possé&dent des récepteurs pour plusieurs

catégories de stéroides.

Dans les régions qui, par radiocautographie, révélent
des cellules stéroido-sensibles,la présence de protéines réceptrices
cytosolubles a été démontrée par des méthodes biochimiques. Injectée
par voie intraveineuse , l'hormone radioactive est retrouvée dans 1l'ex~
trait nucléaire purifié des cellules de ces régions. La fixation nuclé-
aire obtenue sur nos radioautographies témoigne de la translocation du
complexe hormone-récepteur vers le noyau. L'activité de certains génes

peut donc étre modulée par des signaux hormonaux.

Ces différents stéroides influencent les mécanismes
nexveux intervenant dans le comportement et la fonction neuroendocrine
chez les vertébrés adultes. Les effets spécifiques qu'ils provoquent,
comme l'activation du comportement par les stérolides sexuels, ont été
mis en évidence au cours d'expériences de lésions, de stimulations ou

d'implantations cérébrales d'hormones. La plupart des régions répondant

& ces diverses interventions se superposent, dans de nombreux cas, aux

aires renfermant des cellules stéroido-sensibles pour lesquelles des

récepteurs intracellulaires ont été mis en évidence. D'aprés le temps
de réponse lent et les effets durables des actions exercées, ces hor-

mones agissent vraisemblablement au niveau du génome,

Le stéroide qui atteint le noyau cellulaire des neu-
rones adultes déclenche un signal qui augmente ou diminue 1l'activité

des génes. Il affecte probablement la fonction cellulaire en stimulant
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la synthése A'ARN et de protéines puisque son action est inhibée par
des agents qui bloguent la synthése protéique. On peut se demander quel
est le résultat de cette action hormonale au niveau du génome sur les
cellules nerveuses. Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées. Le
produit qui théorigquement procéde de cette action peut étre transporté
aux terminaisons axonales et en fait, fonctionner comme un neurotrans-
metteur ou comme un modulateur local de la synthése et/ou de la déchar-
ge des neurotransmetteurs. Il peut aussi modifier le potentiel de mem-
brane et aprés un transport axonal ou dendritique peut participer & des
événements pré ou post~synaptiques. Ou encore, le résultat de l'action
hormonale peut &tre la modulation d'une enzyme ou d'un cofacteur qui peut
entrainer une réaction en chaine aboutissant & 1l'élaboration d'un nou-
veau produit de sécrétion ou au renouvellement de protéines réceptrices.
Ainsi, par ces divers moyens, l'hormone est capable d'influencer le
fonctionnement de circuits nerveux établis au cours du développement et
gul sont impliqués dans la régulation des fonctions neuroendocrines et

de comportements spécifiques.

La distribution topographique des cellules stéroido-
sensibles constitue un substrat anatomique important pour 1'étude des
actions hormonales sur la fonction cérébrale mais il reste & démontrer
comment les effets exercés par ces stéroides sont intégrés au niveau
des circuits nerveux et comment les actions relatives aux divers événe-
ments endocriniens et comportementaux sont déclenchées et transmises.

Nous avons noté que les régions stéroido-sensibles entretenaient entre elles
des relations neurcanatomiques mais les circuits mobilisés dans le déroule-
ment de ces actions ne sont pas fixés avec précision.Si l'on considére

le r&le des stéroides sur la fonction neuroendocrine, les connexions en-
gagées dans les processus d'action doivent étre plus particuliérement

celles reliant l'aire préoptique et 1'hypothalamus & la tige hypophysai-

re. I1 ne faut cependant pas oublier les projections des structures lim-
biques stéroido-sensibles telles que l'amygdale, le septum et 1l'hippo-

campe qui ont un impact important sur la sécrétion hypophysaire. Par contre,
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si 1'on envisage les effets des stéroides sur le comportement, des
circuits nerveux plus longs sont vraisemblablement mis en jeu,reliant
les neurones stéroido-sensibles du systéme limbique-hypothalamique aux
neurones moteurs de la moé&lle épiniére qui exécutent l'acte comportemen-

tal.

Dans la période pendant laguelle 1l'hormone induit
la réponse neuroendocrine ou comportementale il semble évident gu'une
modification neurochimique survienne au niveau du systéme nerveux cen-
tral qui affecte un aspect important de la fonction du neurone (synthé-
se de neurotransmetteurs, de libérines ou de statines, apport d'éner-
gie, utilisation de neurotransmetteurs ....). Il serait intéressant de
rechercher le changement neurochimique consécutif & une action hormona-
le qui correspond a& un événement neuroendocrine ou comportemental par-

ticulier.

Si 1l'action d'un stéroide au niveau du génome, illus-
trée par le marquage nucléaire obtenu sur nos radicautographies, engen-
dre les événements dont nous venons de parler, il faut souligner que
certains effets des hormones sur la fonction nerveuse ne sont pas compa-
tibles avec une modification de la transcription génétique et de la syn-
thése des protéines impliquées dans les réponses classiques, Il a &été
récemment montré en collaboration avec le laboratoire du Professeur
BAULIEU qu'une micro-iontophorése d'cestradiol - 7 o - acide butyrigue
au niveau des neurones septaux et préoptiques chez le cobaye déclenche
dans un délai de l'ordre de la seconde des modifications de 1l'activité
é;ectrique de ces cellules (CARETTE et Coll., 1979). Selon ces auteurs,
cette réponse résulterait d'une interaction entre l'oestrogéne acide et
la membrane des neurones. Ce pourrait également étre le cas dans l'inhi-
bition de la décharge pulsatile de LH par 1l'oestradiol ; cet effet qui
apparait immédiatement aprés l'administration intraveineuse du stéroide
est pratiquement identigue a celui obtenu aprés injection d'un agent
blogquant o~adrénergique : la phénoxybenzamine (BLAKE, 1974 ; KNOBIL,

1974) . Ces effets rapides et peu durables du stéroide s'expliquent dif-
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ficilement par une intervention du génome mais plutdt par une action

de l'hormone sur la membrane pré ou post-synaptique. Cette action pour-
rait entrainer une variation dans la perméabilité membranaire aux neuro-
transmetteurs ou a leurs précurseurs et/ou modifier le fonctionnement
des récepteurs des neurotransmetteurs. Il serait particuliérement inté-
ressant de pouvoir dissocier les effets hormonaux qui résultent d'une
intervention au niveau du matériel génétique de ceux qui proviennent
d'une action déclenchée & la surface des cellules. Il ne semble pas

que les techniques 4'historadicautographie puissent apporter dans 1l'im-
médiat wune contribution spécifique dans ce débat. Toutefois, on peut
concevoir des protocoles trés élaborés gqui pourraient, théorigquement,

permettre d'aborder ce probléme.
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