5/«{9 323¢€
32}2{ 50376
1982
141

No d’'ordre: 536

UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

THESE

présentée
3 'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE
pour obtenir
LE GRADE DE DOCTEUR ES SCIENCES NATURELLES
par

Dominique CROIX

ACTIVITE DES AXES GONADOTROPE
ET CORTICOTROPE AU COURS DU CYCLE
(ESTRAL CHEZ LE COBAYE (Cavia porcellus)
ET LE SINGE ECUREUIL (Saimiri sciureus)
ETUDE RADl&fMﬁHNﬂ[ﬂGmUE

\-;
\ ‘_“_\\,/

Soutenue e mercredi 3 février 1982, devant la Commission d'examen

MM. J. MONTREUIL, Président
J. BARRY, Rapporteur
C. ARON, Rapporteur
P. FRANCHIMONT, Rapporteur
J.-P. ROUSSEAU, Rapporteur
J. LEONARDELLI, Examinateur



Ce travail a été réalisé, sous la direction de Monsieur le Professeur

Julien BARRY, dans les Laboratoires suivants :

- Laboratoire d'Histologie (Professeur Julien BARRY) - Faculté de

Médecine de Lille.

~ Unité I.N.S.E.R.M. de neuro-endocrinologie n° 156 (Professeur Julien

BARRY) ., Lille.

- Laboratoire de Radio-Immunologie (Professeur Paul FRANCHIMONT) -

Institut de Médecine. Université de Liége.



ma Mere

ma Grand 'Mére

ma Soeur

Joseph

ma fille.



A Monsieur le Professeur Jean MONTREUIL,

Vous me faites 1'honneur de présider le jury de cette thése. Aprés
m'avoir enseigné la Biochimie, vous m'avez permis d'effectuer mes
premiers pas dans la Recherche. Je voudrais aujourd'hui vous exprimer

mon admiration et ma reconnaissance.

A Monsieur le Professeur Julien BARRY,

Vous m'avez accueillie dans votre Laboratoire,

Par la confiance que vous m'avez accordée et par les encouragements
que vous m'avez prodigués, vous m'avez permis de mener & bien ce
travail. Que cette thése soit, pour moi, l'occasion de vous témoigner

ma profonde gratitude.

A‘Monsieur le Professeur Claude ARON,

Votre renom scientifique est tel que je suis trés honorée que vous
ayez accepté d'examiner mon travail et d'en &tre rapporteur. Je vous

adresse mes plus vifs remerciements,

A Monsieur le Professeur Paul FRANCHIMONT,

Vous m'avez accueillie pendant huit mois dans votre Laboratoire pour
un stage au cours duquel j'ai pu bénéficier de votre haute compétence
en radio-immunologie ainsi que de vos encouragements. Je vous en suls

trés reconnalissante.

A Monsieur le Professeur Jean-Paul ROUSSEAU,

-~

J'espére que vous aurez trouvé quelque intérét a4 la lecture de cette
thése dont vous avez accepté fort aimablement d'@tre rapporteur. Je

.vous en remerclie trés vivement.



A Monsieur le Professeur Jean LEONARDELLI,

Vous avez eu le soucli, au travers de discussions fort enrichissantes
pour moi, de communiquer votre savoir et vos idées. Vous avez toujours
répondu avec bienveillance aux conseils et d& l'aide que je sollicitais
de votre part et vous m'avez témoigné suffisamment de confiance pour

m'offrir, & plusieurs reprises, de collaborer 3 vos recherches.

Soyez assuré de ma sincére gratitude.

A Monsieur le Docteur Maurice-Paul DUBOIS, Directeur de Recherches,

Je voudrais vous remercier d'avoir pris sur votre temps pour m'enseigner
la technique d'immunohémolyse passive indirecte, technique qui peut ren-—
dre de grands services, notamment dans les contrdles de spécificdité des

immunsérums, ainsi que de m'avoir donné de votre excellent antisérum

anti-LRF,

A André VERBERT, Professeur,

Tu as guidé mes premiers pas dans la Recherche.
"L'étude du sens de la transcription dans les cellules des Eucaryotes..."
me rappellera toujours ton enthousiasme scientifique qui fut pour moi

un exemple,

Au Docteur Jean—-Claude HENDRICK,

Pour m'avoir initide aux techniques de radio—immunologie et m'avoir
donné de tes trés précieux antisérums anti~FSH et anti-LH ovines, je

t'adresse un grand merci.,

Je tiens également 3 remercier trés sincérement Bernard CARETTE, Daniéle DENEUX,

André PILLEZ et Gérard TRAMU pour 1'aide amicale qu'ils m'ont toujours apportée.



UNIVERSITE DES SCIENCES
ET TECHNIQUES DE LILLE

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, KOURGANOFF, LAMOTTE,
LASSERRE, LELONG, Mme LELONG, LHOMME, LIEBAERT, MARTINOT-LAGARDE, MAZET,
MICHEL, PEREZ, ROIG, ROSEAU, ROUELLE, SAVARD, SCHILTZ, WATERLOT, WIEMAN,
ZAMANSKI,

PROFESSEUR EMERITE

M. A.LEBRUN.

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 — CLASSE EXCEPTIONNELLE

M. DURCHON Maurice Biologie Expérimentale

M. GABILLARD Robert Electronique

M. HEUBEL Joseph Chimie Minérale

M. MONTREUIL Jean ' Biochimie

M. PARREAU Michel Analyse

Mme SCHWARTZ Marie~Héléne Géométrie

M. TRIDOT Gabriel Chimie Appliquée

M. VIVIER Emile Biologie Cellulaire

M. WERTHEIMER Raymond Physique Atomique et Moléculaire

PROFESSEURS - lére Classe

M. BACCHUS Pierre Astronomie

M. BEAUFILS Jean-Pierre Chimie Physique

M. BECART Maurice Physique Atomique et Moléculaire
M. BIAYS Pierre Géographie

M. BILLARD Jean Physique du Solide

M. BONNOT Ermnest Biologie Végétale

R A



. . * e L - o e

RREREREZDRIRIZRIREIZIXIRRR AR =

RRREAEZEIEZRURER 2R

BRRR
.......%...

RRRIRIRRERER ERREERR

BOUGHON Pierre
BOURIQUET Robert
CELET Paul

COEURE Gérard
CONSTANT Eugcne
CORDONNIER Vincent
DEBOURSE Jean—-Pierre
DELATTRE Charles
ESCAIG Bertrand
FAURE Robert

FOCT Jacques

FOURET René
GRANELLE Jean-Jacques
GRUSON Laurent
GUILLAUME Jean
HECTOR Joseph
LABLACHE-COMBIER Alain
LACOSTE Louis
LANSRAUX Guy
LAVEINE Jean-Pierre
LEHMANN Daniel
LENOBLE Jacqueline
LHOMME Jean

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

SAIMER Georges
SEGUIER Guy
STANKIEWICZ Frangois
TILLIEU Jacques
VIDAL Pierre
ZEYTOUNIAN Radyadour

Algeébre

Biologie Végétale
Géologie Générale
Analyse

Electronique
Informatique

Gestion des Entreprises
Géologie Générale
Physique du Solide
Mécanique

Génie Mécanique
Physique du Solide
Sciences Economiques
Algeébre
Microbiologie
Géométrie

Chimie Organique
Biologie Végétale

Physique Atomique et Molé&ctulaire

Paléontologie

Géométrie

Physique Atomique et Moléculaire
Chimie Organique Biologique
Sociologie

Chimie Physique

Chimie Physique

Sciences Economiques
Géologie Générale

Analyse Numérique
Minéralogie

Electronique
Electrotechnique

Sciences Economiques
Physique Théorique
Automatique

Mécanique

PROFESSEURS - 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-Pierre
BOSCQ Denis
BREZINSKI Claude
BRIDOUX Michel
BRUYELLE Pierre
CAPURON Alfred
CARREZ Christian
CHAMLEY Hervé
CHAPOTON Alain

Algébre

Analyse

Biologie Animale
Géographie
Mécanique

Physique Atomique et Moléculaire
Algebre

Sciences Economiques
Biologie Végétale
Biologie Animale
Chimie Minérale
Catalyse
Probabilités

Analyse Numérique
Chimie Physique
Géographie

Biologie Animale
Informatique
Géotechnique
Electronique

R



=

’-—Il..l.l.}—ll’.'%.
o 0]

RREREREEERRRERREIRRREIRE

)

EEEREERE

]

. . . e e o & o . . e« o & o . . . .

ERRRRRERRRRRRRRERRRRRR

2R
FEEF

e e . ¢« o o e o

RRRRRERIERRE

COQUERY Jean-Marie
CORSIN Paule
CORTOIS Jean
COUTURIER Daniel
CRAMPON Norbert
CROSNIER Yves
DACHARRY Monique
DEBRABANT Pierre
DEGAUQUE Pierre
DELORME Pierre
DEMUNTER Paul

DE PARIS Jean—Claude
DEPREZ Gilbert
DERIEUX Jean-Claude
DESSAUX 0Odile
DEVRAINNE Pierre
DHAINAUT André
DHAINAUT Nicole
DORMARD Serge
DOUKHAN Jean—Claude
DUBOIS Henri
DUBRULLE Alain
DUEE Gérard
DYMENT Arthur
EVRARD Micheline
FLAMME Jean-Marie
FONTAINE Hubert
FONTAINE Jacques
FOURNET Bernard
GERVAIS Michel
GLORIEUX Pierre
GOBLOT Reémi
GOSSELIN Gabriel
GOUDMAND Pierre
GREVET Patrick
GUILBAULT Pierre
HENRY Jean-Pierre
HERMAN Maurice
HOUDART René
JACOB Gérard
JACOB Pierre
JACQUILLAT Bertrand
JOURNEL Gérard
KREMBEL Jean
LAURENT Frangois
LECLERCQ Ginette
LEGRAND Denise
LEGRAND Solange
LEHMANN Josiane
LEMAIRE Jean
LENTACKER Firmin
LEROY Jean-Marie
LEROY Yves
LEVASSEUR Michel
LHENAFF René
LOCQUENEUX Robert
LOSFELD Joseph
LOUAGE Francis
MACKE Bruno

Psychophysiologie

Paléontologie

Physique Nucléaire et Corpusculaire
Chimie Organique

Hydrogéologie et Environnement
Electronique

Géographie

Géologie Appliquée

Electronique

Physiologie Animale

Sociologie

Analyse

Physique du Solide et Cristallographie
Microbiologie

Spectroscopie de la Réactivité Chimique
Chimie Minérale

Biologie Animale

Biologie Animale

Sciences Economiques

Physique du Solide

Spectroscopie Hertzienne

Spectroscopie Hertzienne

Géologie

Mécanique

Chimie Appliquée

Technologie de Construction

Dynamique des Cristaux

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Biochimie Structurale

Gestion

Physique Moléculaire et Rayonnements Atmosphériques
Algébre

Sociologie

Chimie Physique

Sciences Economiques

Physiologie Animale

Génie Mécanique

Physique Spatiale

Physique Atomique et Moléculaire
Informatique

Probabilités et Statistiques

Gestion

Spectroscopie Hertzienne

Biochimie

Automatique

Catalyse

Algébre

Algébre

Analyse

Spectroscopie Hertzienne

Géographie

Méthodologie

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Sciences Economiques

Géographie

Physique Théorique

Informatique

Electronique

Physique Moléculaire et Rayonnements Atmosphé&riques

R



MAHIEU Jean-Marie
MAIZIERES Christian
MARQUET Simone
MESSELYN Jean
MIGEON Michel
MIGNOT Fulbert
MONTEL Marc
MONTUELLE Bernard

—
[t}

ZZZZ.ZZZZ

Mme N'GUYEN VAN CHI Régine

M. NICOLE Jacques
M. NOTELET Francis
M. PARSY Fernand
Mle PAUPARDIN Colette
M. PECQUE Marcel
M. PERROT Pierre

. PERTUZON Emile
. PETIT Francis
PONSOLLE Louis
PORCHET Maurice
POVY Lucien
RACZY Ladislas

RICHARD Alain
RIETSCH Frangois
ROGALSKI Marc
ROUSSEAU Jean-Paul
ROY Jean-Claude
SALAMA Pierre
SCHWARZBACH Yvette
SCHAMPS Joel

SIMON Michel

SLIWA Henri

SOMME Jean

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

Mme ZINN-JUSTIN Nicole

ERRRRRERRRERERER

« = e
®

ERREREERRREZRIZRR

RAOULT Jean-Frangois

Physique Atomique et Moléculaire
Automatique

Probabilités

Physique Atomique et Moléculaire
Chimie Physique

Analyse Numérique

Physique du Solide

Biologie et Biochimie Appliquées
Géographie

Chimie Analytique

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Mécanique

Biologie Physiologie Végétales
Chimie Organique

Chimie Appliquée

Physiologie Animale

Chimie Organique, Minérale et Analytique
Chimie Physique

Biologie Animale

Automatique

Electronique

Géologie Structurale

Biologie Animale

Physique des Polymeéres

Analyse

Physiologie Animale
Psychophysiologie

Sciences Economiques

Géométrie

Spectroscopie Moléculaire
Sociologie

Chimie Organique

Géographie

Biochimie

Informatique

Génie Alimentaire

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Automatique

Chimie Minérale

Biochimie

Résistance des Matériaux
Spectrochimie Infrarouge et Raman
Géologie Générale

Informatique Fondamentale Appliquée
Algébre



INTRODUCTION . o « ¢ o ¢ o o o « o ¢ o s o 5 o & o o s s = o o

TRAVAUX PERSONNELS GG o GG SR S B O o G

MATERIEL ET METHODES

[ - RECHERCHE DE SYSTEMES PERMETTANT LES DOSAGES RADIO-IMMUNOLO-

GIQUES DES GONADOTROPHINES DE COBAYE ET DE SINGE ECUREUIL .

A - PREPARATION DE FRACTIONS HYPOPHYSAIRES "FSH" et "LH" DE
GOBANFE SISt e e s e e @ e s sl e e e e e el e

1)

2)

Méthode par chromatographies sur échangeurs d'ions .

a) Poudre acltonique .« o o o & & & o & & 8 s € & e
b) Extraction des glycoprOtéines .« « o« o o o o o o o
¢c) Séparation de FSH et de LH ¢ ¢ ¢ ¢ o ¢ o o o o &

d) Purification de la fraction FSH . o « o o o o o o

Méthode d'extraction et de fractionnement au sulfate

d'ammonium . . . . 0 . e e e s e e e e e e e e e e e

4) Purification de la ESH o oo & & 6 o s & & & o & s

b)) Puri ficationt de la LH e el Wy 6 o e el .

B - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES . . . .

1)

2)

Préparations hormonales utilis€es . « « « « « & & o &

a) Pour le marquage « o o« o o o « o s o o o & o o s o

b) Pour les courbes de références et les contrdoles de
SPECIficite . o o ¢ o « o = o o o & 6 6w G & s

c) Extraits antéhypophysaires de cobaye ou de singe

SEhESlil 6 5 o o o ol 6 B's o 0 a0 Oho G oio o oo

ANtisertums UEiLL1BES e s el e el o el el o e e e e,

35 Marquage « o ¢ + o s e s e s e s e e e e e s e e .o

4)

Techniques de doSages « « « « « « o o o o o o o o o &

a) Immunoprécipitation ou technique du '"double
Aanticorps™s G 40 ¢ 5 & # 5 % % % 6w B mE o ow A

b) Immunoprécipitation & température ambiante . . . .

Dl
P.
Pl
p.

P
pc

Pe
p.

22

23

23

23

24

24
24
26
27

27

29
29

30

30

30

31

Sil

32
32

36

36
36



c) Immunoadsorption . . . .

d) Dosage des gonadotrophines dans les sérums de

cobayes et de singes . .

IT - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU

IIT =

v -

1./8 OESTRADTOL "o "ol o s ol s el e

A - DOSAGE DE LA PROGESTERONE . .

1) Extraction de la progestérone contenue dans les

échantillons de sérum . .

2) Dosagel o &i'a. s 5 e w s e

B - DOSAGE DE L'OESTRADIOL . . .

1) Extraction de 1'oestradiol
échantillons de sérum . .

20D 550 0 RS R I S e

DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE DU LRF

A - MARQUAGE DU LRF . . « .« . . .

DN REACEION N s s s sl @ e o e

2) Chromatographie . . . . .

a - sur Séphadex G 25 . .

b - sur QAE-Séphadex A 25

B - EXTRAITS TISSULAIRES . .« . «
G = ANTTSERIMSE S e e e

D' = DOSAGE of ¢i o o 6 a el e o e e

. . L

contenu

DOSAGLES RAD IO-IMMUNOLOGIQUES DE L'ACTH ET

A - DOSAGE DE L'ACTH . . . . . .

1) Préléevement des échantillons . . .

2) Dosage 5ol ol oL o o g oo

B ~ DOSAGE DU CORTISOL . . . . .

° . . .

po

p.
P.

P
P.

P
p.

Pe.
P

37

319

41

41

41
41

44

44
44

45

47

47
47

47

47

oill

53

55

56
56
57
/7

59



Vo= ANIMAUX & o o o o @ o o o
A - COBAYES ol e el N

1) Injection LRF ., . .
) CaStration! « o o = s

3) Gycle oestral . . &

B - SINGES ECUREUILS . . .

1) Injection LRF = Castration . . « « o »

2) Cycle oestral . . .

RESULTATS . o o o & o o o o @ o

. . . e ® e e ° .

[ — DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES

A - ETABLISSEMENT DES COURBES DE REFERENCES

1) Expression des résultats « o+ « o o« + &

2) Antisérums . . . . .

a) Systémes homologues de rat . . . .

b) Systémes hétérologues . . « + « « &

c) Systémes homologues humains . . . .

3) Reproductibilité . .

4) Sensibilité . . . .

B - OBTENTION DE SYSTEMES PERMETTANT LES DOSAGES RADIO-
IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES DE

SINGE. ECUREUIL .« o« o« &«
1) Dosage de la FSH . .

a) Systéme homologue

. ¢ o e o » o . .

detrat o s e

b) Systémes hétérologues . « « « « .+ .

a. comprenant
antisérums
B. comprenant

antisérums

c) Systéme homologue

2) Dosage de la LH . .

a) Systéme homologue

de la FSH marquée
anti FSH ovine
de la FSH marquée

anti FSH humaine

humain . « . . &

de rat et

COBAYE ET DE

des

des

p.
p.
P

p.
P

Pe.
P

P.
p.
Die

P
p.

P.
P

62
62

62
62
62
67

67
67

68

69

69

69
69

69
69
70

70
71

72
12

72
72

72

78

80

82

82



[T

(LI

IRY

V1

VII

b) Systeémess hEterologues « o s s & o s s & o & s & o o

c) Systémes homologues humains « « o« « « ¢ o o o « o &

DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU

[ OESTRAD IOl ENe GRia s el e sl e e e G

A — Dosage de ' la PEogestErone s « w % s s s e e w s is e

Bl = Dosiage "de 1"oestradiol 5 e - % G e e s et a aa

DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE DU LRF «. « &« ¢ ¢ & o o o » o o

DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE L'ACTH ET DU CORTISOL . .

A g DOSage de l'ACTH e e ® o ® 8 s e e ° o e o e o . o o o

Ei=tDosagehdulcontiisoR i SE T R T e e e

EXPRESSION DES RESULTATS ET REPRESENTATION GRAPHIQUE

CONCERNANT LES VARTIATIONS DES TAUX HORMONAUX TISSULAIRES

o ne L ol NS MRS e S s e el R e

= INJECTIONSH DE LREN = CASTRATIONL =8 of il ¢ o s elisl 6 e o s

AR Gob aye SRR I e L e R T L e a C T
1D Ingeetiontde ITRERN TR s o s o .

208 Casitra Eiions B R e vl e e oo I o

BE=Singesidetireni s i i aie o s s
L hngaaEien Giey B L o el o W.g o o.dh o i o alo g

2N CastEration. se el el v sl el e el (sl alie el s el e e et el e

CYCLE OESTRAIL, DU GOBAYE . o & s s o o & s @ o ¢ s's o s @

A_LH ¢ @ e e e & e« © o & s » 8 e & a2 & © e o & e ° 8 o

IS EHN s e i e B R s e e e s

2) LH préhypophysaire © o o s s & = e oG e e . s

B_FSHnnnl..Ql.l.tt.l..b.l.-l.-
L SH I = 6 e 1 T e R B e e I R

200 ESH prehypephysalze: he lae e e e e e

= ProgeSterome o el w s s s e e e w e el w e e et L
=N 0es Ehadt ol s e e
R e e e e,
T e e T S s e e e e e S IS e B ST

O =H @ T O
1

- CO]‘.‘tiSOl ® e s s s s s s s s s s s e 0+ s s s e s s o

p.
P

pc

po
pc

P

P
P

p-

p.
p.
p'

P.
P
P.

Pe.
Pe.
Pe

D
p'
P.

Ps
Ps
P.
Do
P.

82
85

90

90
91

92

95

95
96

97

99

99
99
99

101
101
101

102

102
102
102

106
106
107

108
110
111
118
120



VIIT - CYCLE OESTRAL DU SINGE ECUREUIL

DISCUSSION .

CONCLUSION .

I -

LL =

LT =

Vi -

BIBLIOGRAPHIE

s AR e
B = FSH o« .
C - Progestérone
DE=STRBE G e .
E - Cortisol . .

Mise au point

de systémes

giques de la FSH et de la

Mise au point de systémes

giques de la FSH et de 1la

Mise au point d'un dosage

LRF tissulaire

Activité

au cours

Activité

au cours

Activité

de 1'axe

du cycle

de
du

de

1'axe

cycle

1'axe

hypothalamo-hypophyso—-gonadotrope

oestral chez le cobaye

hypothalamo-hypophyso—-gonadotrope

de dosages radio—immunolo-

LH de cobaye

de dosages radio—immunolo-—

.

LH de singe écureuil

radio—immunologique du

oestral chez le singe écureuil. .

corticotrope au cours du cycle

oestral chez le cobaye et le singe écureuil . . . .

Pe.

P.
ol
p.
P.
D

12221

121
121
121
125
128

130

L5

152

153

154

154

156

156

158



ABREVIATIONS

AA : acide aminé

Ac : anticorps

ACTH : corticotropine (adrenocorticotropic hormone)
AMP : adénosine monophosphate

CBG : transcortine (corticotropin binding globulin)

CM cellulose, carboxyméthyle cellulose

c.p.m. : coups par minute

CRF : corticolibérine (corticotropin-releasing factor)
d.d.1l. ; degrés de liberté

DEAE cellulose, diéthylaminoéthyle cellulose

D.0. 280 : densité optique a 280 nm

EDTA : acide éthyléne diamine tétraacétique

FSH : follitropine (follicle-stimulating hormone)

GH : somatotropine (growth hormone)

HCG : gonadotropine chorionique humaine (human chorionic gonadotropin)
HSA : sérumalbumine humaine (human serumalbumin)

LH : lutropine (luteinizing hormone)

LH-FSH-RH, LRF, gonadolibérine (LH-FSH-releasing hormone/factor)
mCi : 10--3 curie

OVLT : organe vasculaire de la lame terminale

POPOP : 1,4-bis~ (2-(5 phényloxazolyl) ) benzéne

PPO : 2-5 diphényloxazol

QAE Séphadex : diéthyle (2 hydroxypropyle) aminoéthyle Séphadex
rpm : révolutions par minute

TRF : thyrolibérine (thyrotropin-releasing factor)

Tris : amino—-2 hydroxyméthyl-2 propanediol 1,3

TSH : thyrotropine (thyroid-stimulating hormone)
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Les hormones gonadotropes : LH ("luteinizing hormone") et FSH

("follicle stimulating hormone"), &laborées dans le lobe antérieur de 1'hypophyse
par des cellules basophiles, conditionnent les activités gamétogénétiques et

endocrines des gonades.

Leur sécrétion se trouve sous le contrdle de structures hypotha-

lamiques.
Déja en 1955 HARRIS, BENOIT et ASSENMACHER avaient suggéré que le

contrdle de la glande pituitaire serait de type ''meurohumoral".

La premiére hormone hypothalamique hypophysiotrope détectée fut
le CRF ("corticotropin releasing factor"). Bien que de nombreuses tentatives d'iso-
lement de ce CRF aient &té effectuées, le probléme est resté longtemps irrésolu
car, d'une part, il fut longtemps difficile d'éliminer les interférences dues aux
contaminations par la vasopressine et par des peptides & activité "ACTH-1like",
d'autre part, il semblait y avoir plusieurs molécules possédant une activité CRF,
ces molécules nécessitant la présence de vasopressine pour &@tre actives.
Le CRF vient d'€tre isolé par VALE et Coll, 1981 ; il s'agit d'un peptide de 41

acides aminés.

En 1960, Mc CANN et Coll. ont montré que l'hypothalamus de rat
contenait une substance capable de stimuler la cession de LH par 1l'antéhypophyse,
Par des dosages biologiques, Mc CANN 1962, a pu localiser cette substance dans
les régions de 1'aire préoptique., 1l'aire suprachiasmatique, l'éminence médiane
et le noyau arqué. Les travaux de HALASZ et Coll. 1962-1965 a, b et KNIGGE 1962
portant sur des greffes d'antéhypophyses dans la partie médiobasale de 1l'hypotha-
lamus, ont conduit a déterminer une "aire hypophysiotrope" maintenant les carac-
téristiques cytologiques normales des cellules du greffon permettant la synthése
et la cession de LH et de FSH, Cette aire hypophysiotrope est formée par les
cellules nerveuses, essentiellement les petites cellules du noyau arqué (Planche I,
p. 2), d'ol sont issues les fibres du tractus tub&ro-infundibulaire mis en &vi-
dence par SZENTAGOTHAI 1964 par la technique de GOLGL., Ces fibres se terminent au

niveau des capillaires du plexus porte primaire.

HALASZ et GORSKI 1967, par interruption des connexions neurales de
1'aire hypophysiotrope avec le reste du cerveau, chez le rat, ont obtenu des modi-

fications de la fonction gonadotrope de la femelle mais non du mdle, ce qui tendait



Planche I : Représentation schématique de 1'hypothalamus de cobaye (coupe

sagittale)
AHA : Aire hypothalamique antérieure
AHP : Aire hypothalamique postérieure
APO : Aire préoptique
CBA : Commissure blanche antérieure
CM ¢ Corps mamillaire
Cco : Chiasma optique
em : éminence médiane
i : fente hypophysaire
F : Fornix
la : lobe antérieur )
11 : lobe intermédiaire ; hypophyse
1n : lobe nerveux )
M : Mésencéphale
na ¢ noyau arqué
nbd : noyau des bandelettes diagonales de BROCA
ndm  : noyau dorsomédian
npm : noyau prémamillaire
npv ! noyau paraventriculaire
nsc ¢ noyau suprachiasmatique
nso ¢ noyau supraoptique
nsod : noyau supraoptique diffus
nvm : noyau ventromédian
ovlt : organe vasculaire de la lame terminale (créte supraoptique ou suprachias-
matique)
S Septum
L Thalamus
TD Tractus diagonal de BROCA

IIleme ventricule

<
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3 confirmer les hypothéses émises par BARRACLOUGH et GORSKI 1961 et FLERKO 1962,
4 savoir que l'aire hypophysiotrope était responsable de la sécrétion tonique des
gonadotrophines ; leur sécrétion cyclique, chez les Rongeurs, nécessitant 1'inté-
grité des afférences neurales de l'aire hypophysiotrope, serait placée sous le

contrdle d'autres structures hypothalamiques, notamment de l'hypothalamus antérieur,

Le LRF ("luteinizing releasing factor") a &té isolé en 1971 par
SCHALLY et son équipe (a) 3 sa structure a été établie : 1l s'agit d'un décapeptide
(MATSUO et Coll. 1971 b, SCHALLY et Coll. 1971 b, SIEVERTSSON et Coll. 1971) ;
sa synthése a alors été effectuée (MATSUO et Coll. 1971 a, MONAHAN et Coll 1971),
ainsi que la préparation d'antisérums trés spécifiques (KERDELHUE et JUTISZ 1971,
ARIMURA et Coll. 1973, DUBOIS 1973, BARRY et CROIX 1978, BARRY 1980). |

Ces antisérums, utilisés dans différentes techniques d'immunocyto-
chimie (immunofluorescence indirecte, techniques immunoenzymatiques indirectes,
techniques aux complexes solubles de peroxydase-antiperoxydase de STERNBERGER)

conduisirent 3 l'identification des neurones 3 LRF,

Ainsi, en immunofluorescence, des axones réagissant spécifiquement
avec des antisérums anti-LRF de synthése, ont été mis en &vidence pour la premiére
fois par LEONARDELLI, BARRY, DUBOIS (1973 a)chez le cobaye. Ces axones se terminent
autour des capillaires du plexus porte primaire de l'hypophyse ; 1ls forment ce
que BARRY et DUBOIS (1973 a)ont appelé alors la "voie préoptico-infundibulaire i
LRF", \

Les observations effectuées lors de différents états physiologiques
période périnatale (BARRY et DUBOIS 1974 a), gestation (BARRY et DUBOIS 1973 b),
cycle oestral (BARRY et DUBOIS 1974 b) et expérimentaux (BARRY et Coll. 1974,
LEONARDELLI et Coll. 1974), ont permis de penser que ces neurones élaboraient ef-

fectivement le LRF.

Des réseaux de fibres a LRF ont pu €tre trés vite décrits dans
diverses espéces animales (références détaillées dans BARRY 1979 a) et notamment
chez de nombreux mammiféres (bélier, taureau, souris, rat, chat, chien, lapin, ...
Singes, Homme), chez les oiseaux (canard, coq) et également chez les amphibiens

et les poissons,

En revanche, la mise en évidence des péricaryons s'est avérée
plus difficile ; elle fut d'abord un échec en raison de la faible concentration

en matériel réactif présent dans les corps cellulaires chez 1'animal adulte normal.



Ce fut chez des cobayes castrés (afin de lever 1'inhibition due
aux androgénes) et aprés injection intra-ventriculaire cérébrale de colchicine
(afin de bloquer la migration intra—axonale du peptide) que BARRY et Coll, (1973 «c¢)
ont observé, pour la premiére fois en immunofluorescence, des péricaryons de neu-
rones 4 LRF ; dans ces conditions favorables, quelques centaines de corps cellu-
laires peuvent €tre décelés. Ces cellules ont ensuite pu &tre observées chez l'ani~

mal non traité, mais en nombre beaucoup moins important (BARRY et Coll. 1974),.

Ils ont également été décrits ensuite dans d'autres espéces (Réf.,
dans BARRY - 1979 a). Ces neurones présentent des caractéristiques morphologiques
comparables. Leur diamétre est de 10 3 40 um, suivant l'espéce ; le noyau, d'un
diamétre de 10 34 14 um, n'est pas réactif ; seul le cytoplasme des cellules, fine-
ment granulaire, est réactif ; il peut contenir quelques lipofuschines. Trés peu
de dendrites (2 a 4) sont visibles ; 1ls sont trés finement branchés et leur cyto-
plasme est granulaire.

Le matériel réactif n'est que trés rarement accumulé dans le segment proximal de
1'axone (BARRY et DUBOIS 1974 a). Les axones ont une apparence nodulaire caracté-
ristique et possédent des terminaisons collatérales perpendiculaires souvent for-

tement marquées (BARRY et Coll. 1973 c, BARRY et DUBOIS 1973 a).

Des cellules a LRF ont été étudiées &galement en microscopie
électronique, au niveau du noyau arqué chez le rat (NAIK, 1975) - mais ces pre-
miéres images n'étaient pas trés convaincantes et la présence de cellules a LRF
dans le noyau arqué chez le rat est aujourd'hui trés controversée (KAWANO H, and
DAIKOKU S. 1981) ~ mais surtout au niveau de la lame terminale chez le singe écu-
reuil (Saimiri sciureus) par MAZZUCA 1977.

Elles contiennent des grains de sécrétion de 90-130 mm, réactifs
avec des antisérums anti~LRF, localisés contre la membrane plasmique ou associés
aux dictyosomes de 1l'appareil de GOLGI ; en outre ces cellules possé&dent un réti-
culum endoplasmique rugueux trés développé. Ces caractéres semblent bien confirmer
le rdle sécrétoire de ces meurones et le stockage de LRF dans les grains.

Des grains immunoréactifs ont aussi été observés prés des espaces
péricapillaires & la périphérie de 1'organe vasculaire de la lame terminale ou
encore entre des épendymocytes prés du ventricule, éléments en faveur d'une décharge
de LRF, d'une part dans les capillaires sanguins et, d'autre part, dans le troi-

siéme ventricule.

Etant donné la grande quantité de fibres & LRF observées par rapport



au nombre de corps cellulaires, tous les péricaryons de neurones a LRF ne sont
probablement pas décelables par les techniques d'immunofluorescence et d'immuno-
cytochimie utilisé@es ; les péricaryons non décelés contiennent trop peu de LRF
(puisque des méthodes telles que la castration et 1'injection intracérébrale de
colchicine,ou de substances parmi lesquelles la mélatonine (BARRY et Coll. 1974),
le sulpiride, la sérotonine, la prolactine (LEONARDELLI et Coll. 1973 b, 1974,
1977 ; BARRY et POULAIN 1976 ; BARRY et Coll. 1978), permettent d'en révéler cer-
tains supplémentaires) mais il est également possible qu'ils contiennent du LRF
sous une forme différente — le LRF pourrait €tre synthétisé sous la forme d'un
précurseur de haut poids moléculaire (MILLAR et Coll. 1977) - dont les sites anti-
géniques seraient masqués,

11 faut noter également qu'une substance réagissant, en immuno—
fluorescence, avec un anti-ACTH;;_39, a été détectée dans les corps cellulaires

et les axones de neurones a LRF chez le cobaye (TRAMU et Coll. 1977).

Les péricaryons & LRF ont une topographie trés dispersée. Chez le
cobaye (BARRY et Coll. 1973 c ; LEONARDELLI et Coll. 1973 b ; SETALO et Coll. 1976
SILVERMAN 1976 ; HOFFMAN 1976 ; WEINDL et SOFRONIEW 1978 ; KREY et SILVERMAN 1978),

les deux groupes les plus importants, en intensité de réactivité et en nombre, se

situent bilatéralement :

1°) dans 1'hypothalamus antérieur essentiellement au niveau de la cré@te supra-
hyp

optique et des régions périventriculaires (lame terminale, portion préoptique
du noyau suprachiasmatique, aire hypothalamique antérieure, noyau du lit de la

strie terminale).

o - 3 - . 3 - . » . -
»
2°) dans la région septo-préoptique (septum, aire péricommissurale, aire pré-

optique moyenne, noyau septomédian, noyau de la bandelette diagonale de BROCA).

3°) un troisiéme groupe de neurones A LRF se situe dans 1'hypothalamus médiobasal ;

s'ils sont peu nombreux et trés disséminés, ils pourraient néanmoins jouer un
réle physiologique important ; ce sont les péricaryons de la région rétrochias-
matique, du noyau arqué et de l'aire prémammillaire. Rares dans le noyau arqué
chez 1'adulte (SILVERMAN 1976), ils sont plus nombreux chez le foetus
(SCHWANZEL-FUKADA et SILVERMAN 1978).

On peut décrire encore d'autres groupes de neurones a LRF :

4°) les péricaryons des zones para-olfactives.




5°) Les péricaryons de 1'amygdale.

[e] [ . » - - - -
6°) en arriére des corps mammillaires, les péricaryons du mésencéphale rostral.

Sans que 1'on ait pu relier encore de fagon précise et définitive
ces différents groupes de péricaryons aux différents faisceaux de fibres a LRF
observés, les techniques d'immunocytochimie, d'autoradiographie et d'électrophy-
siologie ont conduit les auteurs a tenter de dresser une carte approximative
(mais qui reste hypothétique) de la topographie des neurones a LRF (Planche II,

p. 7, Planche II1I, p. 8, Planche IV, p. 9).

Ainsi chez le cobaye, il existerait :

1°) le tractus hypothalamo-infundibulaire, appelé initialement '"tractus préoptico-
y P

infundibulaire'" par BARRY et Coll. 1973 ¢, 1974, BARRY et DUBOIS 1974 b ;

1'origine des fibres de ce tractus est encore incertaine ; elles proviendraient :

- pour une part des péricaryons de 1'hypothalamus médiobasal dont les axones
se projetteraient dans les zones extermes de l'éminence médiane, plus par-
ticulidérement dans la portion médiane dorsale de la tige infundibulaire et
dans 1'éminence médiane post-infundibulaire. En effet, si la déconnexion de
1'hypothalamus médiobasal (SILVERMAN 1976) provoque une diminution de réac—
tivité dans 1'éminence médiane, le nombre de fibres immunoréactives infundi-
bulaires ne décroit pas de fagon notable, alors qu'il décroit considérable-—
ment (Y5 p. 100) aprés destruction du noyau arqué (KREY et SILVERMAN 1¢78).

- pour une autre part de neurones préoptiques, dont les axones traverseraient
ventralement l'aire suprachiasmatique puis la région rétrochiasmatique et se
projetteraient pour la plupart dans la zone interne de 1'éminence médiane et
pour quelques-uns dans les surfaces ventrale et latérales de la tige infun-
dibulaire. Ces trajectoires seralent en accord avec le fait que des lésions
de 1l'aire préoptique médiane ou de 1'aire suprachiasmatique provoquent une
déplétion du matériel immunoréactif des fibres et des terminaisons nerveuses
de ces zones de 1'éminence médiane. Des lésions dans les autres régionms
(aire septale, corps mammillaires, noyau amygdalien, fornix) n'ont aucun
effet (KREY et SILVERMAN 1978). Ces axones se terminent autour des capil-
laires fen@trés du systéme porte primaire (plexus intercalaire et anses
infundibulaires) dans lesquels ils déversent le LRF, celui-ci gagnant
1'adénohypophyse par voie hémale, peut alors contrdler la libération des

gonadotrophines LH et FSH.



Planche II :

Systématisation des neurones d LRF chez le cobaye, d'aprés BARRY (1979 a)

—

péricaryons de 1l'hypothalamus médiobasal
péricaryons de la zone préoptico-terminale

: péricaryons de 1'aire péricommissurale rostrale
péricaryons de la zone paraolfactive

: Adénohypophyse

2o o~ W N

: Corps mamillaire

=

s : Mésencéphale
lobe nerveux de 1'hypophyse
Chiasma optique
: Commissure rostrale
Septum

Thalamus

< B v ™ O =

IIléme ventricule
ab, brt, hip, hit, hnt, pst, sc, set : différents trajets des fibres

immunoréactives.






Planche III :
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Systématisation des neurones a LRF chez le cobaye, d'aprés

SILVERMAN et KREY (1978)

Commissure blanche antérieure

noyau arqué

colliculus antérieur

corps calleux

noyau des bandelettes diagonales de BROCA
Fornix

Fasciculus retroflexus

noyau interpédonculaire

ventricule latéral

corps mamillaire

éminence médiane

noyau habénulaire médian

aire préoptique médiane

noyau septomédian

formation réticulaire mésencéphalique
chiasma optique

tubercules olfactifs

organe vasculaire de la lame terminale
colliculus postérieur

portion préoptique du noyau suprachiasmatique
noyau rouge

noyau suprachiasmatique

I1Iéme ventricule

noyau ventromédian

aire tegmentale ventrale
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Planche IV : Systématisation des neurones & LRF chez le singe &cureuil, d'aprés

BARRY (1979 a)

1 : péricaryons de 1'hypothalamus médiobasal
: péricaryons de la zone préoptico-terminale
: péricaryons de 1'aire péricommissurale rostrale
: péricaryons de la zone paraolfactive
: péricaryons du mésencéphale rostral
: péricaryons de la zone limbique rostrale
: péricaryons septoépithalamiques

: péricaryons habénulaires

2

3

4

5

6

7

8

9 : péricaryons du thalamus médian
E : Epiphyse

F : Fornix

H Ganglion habénulaire

L : Lame terminale

P : Commissure blanche postérieure
S aqueduc de Sylvius

SO : Organe subfornical

(autres abréviations : cf. planche II, p. 7)






2°%)

3°)

4°)

_10_.

Certains de ces axones se prolongent jusque dans la posthypophyse

(SILVERMAN et ZIMMERMAN 1978), formant le tractus hypothalamo-neurohypophy-

saire.

le tractus préoptico-terminal ; ce tractus serait formé par des neurones

ayant leurs corps cellulaires principalement dans la lame terminale (quil
s'étend du chiasma optique 4 la commissure blanche antérieure du troisiéme
ventricule), dans la région préoptique ou, pour quelques-uns d'entre eux,

dans 1l'hypothalamus antérieur ( mis en évidence également chez les primates
BARRY et CARETTE 1975, BARRY et Coll.1976ab); leurs axones se terminent au
niveau de l'organe vasculaire de la lame terminale (OVLT). En effet, des 1lé-
sions de l'aire préoptique médiane ou de la lame terminale font chuter consi-
dérablement le marquage des axones au niveau de 1'OVLT, en revanche les

autres lésions (y compris celles du noyau arqué) n'affectent pas ces axones
(SILVERMAN et KREY 1978). Ce réseau vasculaire posséde des capillaires fenEtrés
(Réf. dans BOUCHAUD 1975 ; WEINDL et SOFRONIEW 1978) dans lesquels le LRF peut
€tre déversé ; le sang veineux est ensuite dralné dans la circulation générale,
dans les capillaires de la région médio-préoptique (PALKOVITS et Coll. 1978)

ou de l'aire péricommissurale rostrale (WEINDL et SOFRONIEW 1978). Il ne semble
pas y avoir de connexions avec le systéme porte hypophysaire.

En outre des axones de ce tractus préoptico-terminal pourraient
atteindre et traverser la limitante gliale ou envoyer de fines terminaisons
nerveuses entre les épendymocytes bordant le troisiéme ventricule (BARRY, 1978),
laissant supposer une action possible du LRF par l'intermédiaire du liquide

céphalo-rachidien.

le tractus préoptico-supraoptique (BARRY et Coll. 1973 ¢, 1974 ; BARRY et
DUBOIS 1974 c¢) dont les axones, issus de 1'hypothalamus rostral et de 1l'aire
péricommissurale, se dirigent bilatéralement vers la créte supraoptique et la
région suprachiasmatique. Ce tractus, & la différence du tractus préoptico-
terminal qui, lui, est important dans de nombreuses espéces animales, semble

assez particulier au cobaye.

certains neurones du septum, de la bandelette diagonale de BROCA, de l'aire
péricommissurale et de 1'aire préoptique médiane, projettent leurs axones
dans 1'hypothalamus dorsomédian ; ces axones convergent vers la capsule fi-
breuse se trouvant sous les corps mami llaires et se poursuivent vers l'aire

tegmentale ventrale et le mésencéphale.



5°) le tractus septo-épithalamique habénulaire et thalamique (BARRY 1979 a).
Il se compose de neurones du septum, de l'aire préoptique médiane, de la
bandelette diagonale de BROCA ainsi que de quelques neurones épithalamiques
ou habénulaires. Leurs axones passent par la strie médullaire et se terminent
dans le noyau médian de 1'habé&nula ou dans le noyau thalamique médiodorsal ;
certains d'entre eux, par la voie du fasciculus rétroflexus, se dirigeraient
vers le ganglion interpédonculaire (SILVERMAN et ZIMMERMAN 1978) ; d'autres
pourraient gagner le colliculus supérieur ol des fibres réactives ont égale-

ment été observées, mais ceci est trés hypothétique.

6°) le tractus limbique rostral dont les axones partent de la commissure blanche
antérieure et se rendent dans le télencéphale (BARRY et DUBOIS 1976, BARRY et
Coll. 1976 a ; mis en évidence également chez le lapin BARRY 1976 a et le
singe écureuil BARRY 1976 b, 1978).

7°) le groupe des neurones se situant dans la substance antérieure perforée des
tubercules olfactifs et dont les axones se terminent autour des larges vais-
seaux sanguins de cette région. Ce groupe semble assez délimité, en effet les
lésions des autres groupes de cellules & LRF n'affectent pas 1'intensité du

marquage des cellules et des fibres de cette zone (SILVERMAN et KREY 1978).

8°) le tractus hypothalamo-amygdalien (BARRY et Coll. 1973 c, LEONARDELLI et
POULAIN 1977). Les axones de ce tractus se terminent au niveau des noyaux

amygdaliens basomédians.

Ces différents tractus ressemblent aux tractus neuro-~sécrétoires
extrahypophysaires, originaires des noyaux paraventriculaire et supraoptique dé-
crits par BARRY 1954 , 4 l'aide de techniques de GOMORI chez la chauve-souris

Rhinolophus.

La topographie et 1l'importance respectives des tractus de neu-
pograp mp p

rones 4 LRF peuvent €tre gquelque peu différentes selon l'espéce. Par exemple

-~ le tractus préoptico-supraoptique semble assez spécifique du cobaye ;

- alors que les péricaryons des neurones de 1'hypothalamus médiobasal sont princi-
palement localisés dans le noyau arqué chez le cobaye, chez le rat ils semblent
inexistants dans le noyau arqué et sont davantage répartis 3 la base de l'aire
hypothalamique tubérale (KAWANO H. et DAIKOKU S, 1981).

- chez le cobaye,la déconnexion de 1'hypothalamus médiobasal ou les lésions de



1'aire préoptique affectent assez peu l'immunoréactivité observée dans 1'infun-
dibulum. Chez le rat et la souris, de telles expériences font décroitre considé-
rablement les taux de LRF de 1'hypothalamus médiobasal (R&f. dans BARRY 1979 a)
et le nombre de fibres réactives de 1'éminence médiane (SETALO et Coll. 1976)
sans qu'il soit probable que ces modifications puissent €tre attribuées a la sup-
pression de certaines afférences qui semblent plus agir, par exemple chez le rat
déshydraté, sur les péricaryons de 1'aire préoptique, en augmentant leur réacti-
vité, que sur ceux de 1'hypothalamus basal (KRISCH 1978). Ceci suppose, chez ces
animaux, une participation plus importante des neurones rostraux au tractus hypo-—
thalamo~infundibulaire, que chez le cobaye.

A 1'opposé, chez les primates (singe &cureuil, homme), il existe
particuliérement peu de liaisons axoniques entre l'hypothalamus rostral et 1'hypo-
thalamus basal ; la grande majorité des fibres formant le tractus hypothalamo-
infundibulaire proviéndrait de péricaryons de 1'hypothalamus médiobasal (BARRY
1979 a).

- il faut noter que chez le hamster, PICKARD et SILVERMAN (1976) ont observé de
nombreux péricaryons & LRF dans 1'hypothalamus médian, mais aucun dans les régions

plus rostrales.

S'il est néanmoins probable qu'il existe des grands mécanismes
de régulation assez semblables dans ces différentes espéces, cette dispersion des
neurones 4 LRF rend les résultats expérimentaux plus complexes et leur interpré-

tation plus délicate.

11 faut souligner que le LRF pourrait avoir plusieurs modes d'ac-

tion :

1°) déversé dans les capillaires du systéme porte hypophysaire, il gagne 1'anté-
hypophyse et peut agir sur les cellules gonadotropes (tractus hypothalamo-

infundibulaire).

2°) déversé dans les capillaires de 1'organe vasculaire de la lame terminale, il
entre dans la circulation générale a partir de laquelle on ne connalit pas
encore sa finalité, il peut alors également atteindre 1'antéhypophyse mais a
1'état trés dilué ; il peut également gagner 1'aire médiane préoptique ou
1'aire commissurale rostrale sur lesquelles il pourrait exercer un rétro-—con-

trole (tractus préoptico~terminal).
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3°) il peut aussi &tre excrété dans le liquide cérébro-spinal interne ou externe.

4°) enfin, il pourrait agir comme un neurotransmetteur ou un neuromodulateur par
1'intermédiaire de "synapses neurosécrétoires'" semblables d celles décrites
par BARRY en 1954  concernant les tractus neurosécrétoires extrahypophysaires
GOMORI positifs. En effet, des images de telles synapses ou de terminaisons
diffuses d'axones et de collatérales réactives autour de neurones non réactifs
ont été observées par BARRY et Coll. 1973 ¢, surtout dans la créte supra-
optique, le ganglion médian habénulaire, le noyau thalamique dorsomédian et
le ganglion interpédonculaire. Certaines de ces synapses sembleraient €tre de

type axosomatique formant des dispositifs en "corbeilles péricellulaires'.

Les neurones a3 LRF, et plus spécialement ceux des tractus extra-

hypothalamiques,; joueraient un r0le dans le contr®le du comportement sexuel; en

effet, chez le rat, l'aire préoptique est impliquée dans le comportement gsexuel
du mdle (HEIMER et LARSSON 1967, réf. dans PFAFF 1978), alors que 1l'hypothalamus
médiobasal et le mésencéphale sont impliqués dans le contrSle du comportement
sexuel femelle (réf. dans PFAFF 1978). Chez le lapin femelle, la majorité des fi-
bres réactives avec des anti-LRF deviennent invisibles aprés copulation (SETALO
et Coll., 1978). Or, chez le singe écureuil, (BARRY 1979 a) a noté que les tractus
septo-épithalamo-habénulaires étaient davantage visibles durant 1'été, période de
faible activité sexuelle. Chez 1'homme, le LRF semble avoir &galement des effets

sur le comportement sexuel (Réf. dans MOSS 1978).

La sécrétion tonique de LH semble €tre contr©lée par les neurones

de 1'hypothalamus médiobasal. En effet, chez le cobaye, des lésions du noyau arqué
provoquent une diminution marquée des taux de la LH basale chez le mdle, ainsi
qu'une atténuation sévére du pic de LH de postcastration chez les femelles, ceci
sans qu'il y ait nécrose de la glande pituitaire et avant toute augmentation de
poids des glandes surrénales (KREY et SILVERMAN 1978). Des lésions du noyau arqué
ont produit les mémes effets sur la sécrétion tonique de LH chez le rat et le
singe Rhésus (CHEUNG et DAVIDSON 1977 ; PIACZEK et HOFSTETTER 1977 ; PLANT et
Coll, 1978). Parmi les neurones du tractus hypothalamo-infundibulaire, seuls les
neurones tubéro-infundibulaires semblent jouer un rdle prépondérant sur la sécré-
tion tonique de LH ; en effet, des lésions de 1'aire préoptique ou du noyau supra-
chiasmatique ne provoquent pas les effets obtenus par la destruction du noyau arqué
sur la sécrétion de LH chez le cobaye mdle ou sur le pic de postcastrétion chez le

cobaye femelle (KREY et SILVERMAN 1978). De plus, en accord avec les résultats de



HALASZ et GORSKI 1967 chez le rat, la déconnexion de 1'hypothalamus chez le cobaye
(BUTLER et DONOVAN 1971) ou chez le singe (KREY et Coll. 1975) n'influence pas la

sécrétion tonique des gonadotrophines.

L'identité des neurones a LRF responsables du contrdle de la

sécrétion cyclique de la LH est beaucoup plus discutée et encore incertaine ; il

semblerait que soient concernés par ce rGle physiologique, essentiellement les
neurones du tractus préoptico-terminal ainsi que les neurones de la région ros-—
trale qui envoient leurs axones vers l'éminence médiane. Les résultats expérimen-—
taux sont assez contradictoires ; en effet chez le cobaye, dans l'expérience de
TERASAWA et WIEGAND 1978, la section des tractus préoptico—infundibulaires n'a pas
empéché les pics préovulatoires de gonadotrophines de se produire et chez le singe
Rhésus, 1l'isolement de 1'hypothalamus médiobasal n'a eu que trés peu d'effet sur
cette cession cyclique et sur 1'ovu1ation (KNOBIL 1974, KREY et Coll. 1975). En
revanche, chez le rat (HALASZ et GORSKL 1967) et le hamster (NORMAN et Coll. 1972),
celui-ci provoque un blocage permanent de l'ovulation.

De plus, chez le rat (SAMSON et Mc CANN 1979 a-b), des lésions de
1'OVLT ou du noyau suprachiasmatique bloquent totalement la décharge des gonado-—
trophines induite par la progestérone (sans affecter la sécrétion tonique de LH
et de FSH) et provoquent une diminution du LRF dans 1'éminence médiane. De méme,
la déafférentation de 1l'hypothalamus chez la brebis ovariectomisée supprime 1'in-
duction de 1la décharge de LH produite normalement par l'oestradiol (JACKSON et
Coll., 1978).

Chez le singe &cureuil, au cours du cycle oestral, BARRY (1979 b)
a observé des modifications périodiques du tractus préoptico-terminal & LRF et
chez le rat, WENGER et LEONARDELLI 1980 ont constaté des variations cycliques du
contenu en LRF de 1'OVLT ainsi que du nombre et du diamétre des vésicules granu-

leuses dans les terminaisons nerveuses de cette région,

Les contradictions expérimentales peuvent résulter de la complexité
des systémes de régulation, néanmoins, s'il apparailt assez nettement chez le rat,
que ce sont les groupes de neurones rostraux qui sont principalement impliqués
dans le contrdle de la sécrétion cyclique de la LH (et donc de l'ovulation), chez
le cobaye; ces derniers ne semblent curieusement pas jouer un tel rdle.

Nous nous sommes donc proposé d'essayer d'étudier 1'importance

qu'ils pouvaient aveir dans le phénoméne de 1'ovulation.



Les neurones 34 LRF recoivent de nombreuses afférences qui modulent

leur activité, ainsi

~ parmi les catécholamines, 1l'action de la dopamine est trés discutée ; elle pour-
rait €tre double : facilitante par son action sur des récepteurs inhibés
par l'halopéridol et inhibitrice par son action sur ceux inhibé&s par le pimozide
ou le dompéridone (SARKAR et FINK 1981).
I1 pourrait exister des interactions de type axo—axonique entre les nombreuses
terminaisons des neurones & LRF et des neurones i dopamine dans 1'éminence mé-
diane, certains de ces neurones monoaminergiques stimulant ainsi la cesgsion du
LRF dans les vaisseaux du systéme porte hypophysaire (KAMBERI et Coll., 1969,
LEONARDELLI 1971).
La norépinéphrine (noradrénaline), par l'intermédiaire de récepteurs
a-adrénergiques, stimile la décharge préovulatoire de LH (SAWYER et Coll. 1947,
SAWYER 1952, RANCE et Coll. 1981). '

- la 5-hydroxytryptamine (sérotonine) augmente le contenu en LRF des neurones
(LEONARDELLI et Coll. 1974) et simultanément peut, soit inhiber la sécrétion de
LH (LEONARDELLIL et CROIX 1977, KAMBERI et coll. 1970), soit 1'augmenter (PORTER
et Coll. 1971/72). Elle bloque 1l'ovulation (O'STEEN 1965, KORDON et GLOWINSKI
1972).

- l'acétylcholine provoque, par 1l'intermédiaire de récepteurs muscariniques, une

activation des neurones i LRF,

- les neurones sécrétant des neuropeptides a activité morphinomimétique tels les
enképhalines, ont un effet inhibiteur sur les neurones & LRF. En effet ils blo-
quent la décharge préovulatoire de LH ; leur action peut €tre anéantie par la
naloxone et également par l'injection de LRF (K5VES et Coll. 1981) ; ils agis-
sent par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques aux opiacés. Des terminaisons
nerveuses de ces neurones ont &té mises en évidence dans 1'éminence médiane chez
le rat (HBKFELT et Coll. 1973) et chez le cobaye (TRAMU et LEONARDELLI 1979,
BEAUVILLAIN et Coll. 198G, TRAMU et Coll. 1981).

Les récepteurs sur lesquels agissent toutes ces substances se

situeralent soit directement sur les neurones & LRF, soit sur des interneurones.



Les stéroides gonadiques jouent un rOle important dans la régu-

lation de la sécrétion des hormones gonadotropes. Des neurones de l'hypothalamus

antérieur fixant les oestrogénes tritiés ont €té mis en &vidence chez les Rongeurs
(KATO et VILLEE 1967, STUMPF 1968, 1971, WAREMBOURG 1970, PFAFF et KEINER 1973) ;
en revanche, chez les Primates, la plupart des sites oestrogéno-sensibles sont
localisés dans 1'hypothalamus médiobasal (FERIN et Coll., 1974), ceci est peut—-&tre
en relation avec la différence de répartition des neurones a LRF, Des récepteurs
d'oestradiol ont également pu €tre isolés, chez le rat, par centrifugation en
gradient de densité de sucrose, 3 partir de l'aire préoptique antérieure, de 1'é-

minence médiane et de 1'antéhypophyse (KATO 1973).

De nombreux travaux tels ceux de FLERKO 1957 a-b, FLERKO et
BARDOS 1960, montrant le rdle de 1'aire hypothalamique antérieure dans la diminu-
tion de la sécrétion de FSH aprés traitement aux oestrogénes chez les rats, ceux
de HALASZ et GORSKI 1967 montrant le rdle de cette aire dans 1l'augmentation de la
sécrétion de FSH aprés castration, ainsi que les résultats aprés des lésions sté-
réotaxiques de l'hypothalamus antérieur pratiquées chez le cobaye femelle (POULAIN
1968) étaient en accord avec 1'hypothése de FLERKO et SZENTAGOTHAI 1957 : 1l'aire
hypothalamique antérieure, tout au moins chez les Rongeurs, contiendrait des ré-
cepteurs sensibles aux oestrogénes, responsables d'une rétroaction négative sur la
sécrétion préhypophysaire de FSH. Ces récepteurs seraient en fait localisés en
position immédiatement rostrale par rapport au noyau paraventriculaire (PASTEELS

et ECTORS 1969).

Comme 1'ont suggéré BARRACLOUGH et GORSKI en 1961, alors que la
région tubérienne serait responsable d'une sécrétion tonique de base de la LH et
serait soumise & une rétroaction négative des oestrogénes, la région suprachias-
matique serait un centre de céssion cyclique de cette hormone chez le rat : elle
contiendrait des récepteurs probablement localisés plus antérieurement et ventra-
lement que ceux agissant sur les sécrétions de FSH (PASTEELS et ECTORS 1969) et
sur lesquels s'exercerait une rétroaction positive des oestrogénes., Ceci expli-
querait la nécessité d'une augmentation des taux d'oestrogénes circulants pour

que puisse se produire la décharge préovulatoire de LH.

Les oestrogénes ont en fait une action biphasique sur la sécrétion

de LH et sont, en outre, capables d'agir directement au niveau de la préhypophyse.

En effet, si 1'injection de trés faibles doses d'oestradiol
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affecte essentiellement la sécrétion de FSH, 1'injection de doses plus &levées

ou un traitement prolongé produit, dans un premier temps, une diminution des
séerétions des deux gonadotrophines et de la sensibilité de la préhypophyse pour
le LRF (NEGRO-VILAR et Coll. 1973, BLAKE et Coll. 1974) et, dans un second temps,
un accroissement de cette sensibilité (DEBELJUK et Coll. 1972), ainsi qu'une aug-
mentation trés nette des taux de LH sérique, ceux de FSH n'augmentant que plus

modérément.,

Un effet inhibiteur des oestrogénes sur l'aptitude de la glande
pituitaire 4 répondre au LRF a été montré par FRAWLEY et Coll. 1981 chez des
singes Rhésus dont la tige hypophysaire a &té sectionnée ; en effet ces animaux,
une semaine aprés opération (taux de stéroides ovariens bas) répondent i une
injection de LRF (20 pg) par une sécrétion de LH 10 fois plus importante que s'ils
ont été trait@s aux oestrogénes aprés l'opération afin de rétablir les taux d'oes-

tradiol circulants de la phase folliculaire, ou que les animaux normaux.

Chez le rat ovariectomisé, si 1'oestrogéne est administré aprés le
début de la sécrétion de LH induite par le LRF, le stéroide supprime la décharge
de LH (LIBERTUN et Coll. 1974, SCHUILING et GNODDE 1977) ; s'il est administré
avant le commencement d'une exposition au LRF, il provoque tout d'abord une dimi-
nution de la sensibilité de 1'hypophyse au LRF, suivie d'une augmentation impor-
tante (LIBERTUN et Coll. 1974, SCHUILING et GNODDE 1976, 1977).

Ce double effet sur la sécrétion de LH obtenu par 1'administration
d'oestradiol, est €galement observé chez des singes Rhésus ovariectomisés, dont
la production de LRF endogéne a &té supprimée par des lésions hypothalamiques, et
placés sous une infusion chronique intermittente (intra-ventriculaire cérébrale)
de LRF synthétique (1 ug/min. pendant 6 minutes toutes les heures) (NAKAI et Coll,
1978).

I1 se pourrait qu'une telle action biphasique de 1'oestradiol se

produise au cours du cycle oestral normal.

I1 faut remarquer que l'oestradiol peut encore avoir une action
positive sur la sécrétion de LH par 1l'hypophyse lorsqu'il est administré 8 heures
aprés la section de la tige pituitaire chez les singes Rhésus (FERIN et Coll. 1979)
ou 24 heures (et méme 48 heures, mais avec une efficacité réduite) aprés qu'ait
cessé& l'infusion de LRF chez des singes Rhésus ovariectomisés et dont la sécrétion
de LRF endogéne a été supprimée (WILDT et Coll., 1981),

Outre une premiére action inhibitrice sur la sécrétion de LH,



1'oestradiol a donc, sur l'hypophyse, une action stimulante qui est capable de
s'exercer relativement longtemps aprés que le LRF  ait disparu de la circulation,
Toutefois, il est démontré que le facteur déterminant le moment
du pic préovulatoire de LH se situe au niveau du contrdle de la sécrétion du LRF
et non de la capacité a répondre de 1'hypophyse ; en effet, KESNER et Coll, 1981
ont montré, chez les bovins, que la glande pituitaire était aussi apte & répondre

au LRF 5 @ 15 heures avant le pic préovulatoire de LH qu'au moment de ce pic.

L'injection de fortes doses d'oestradiol provoque une diminution
importante des taux des deux gonadotrophines avec un effet plus rapide pour la LH
qui pourrait €tre dU i sa durée de vie plus courte (demi-vie de 21 minutes selon
YEN et Coll. 1968).

Par ailleurs, l'injection intrapéritonéale de benzoate d'oestradiol
provoque une augmentation des taux d'AMP cyclique dans 1l'hypothalamus ; cette aug-
mentation ne se produit pas lorsque les animaux ont &té prétraités par des agents
bloquants a-adrénergiques ; les oestrogénes agiraient donc au niveau de 1'hypo-
thalamus par l'intermédiaire des neurones produisant des catécholamines dont la
décharge stimlerait la formation d'AMP cyclique (GUNAGA et MENON 1973, WEISSMAN
et SKOLNICK 1975). L'injection d'AMP cyclique dans le troisiéme ventricule en-
tralne une augmentation des taux de LH plasmatique lorsque les doses sont trés
élevées. L'AMP cyclique serait donc un facteur important de régulation des sécré-

tions gonadotropes.

En ce qui concerne l'action de l1l'oestradiol au niveau du systéme
nerveux central sur le déclenchement de la décharge préovulatoire de LH, 1'hypo-
thése d'une rétroaction positive de cet oestradiol, plutdt que celle de la levée
(au moment de la chute des taux sanguins) d'une inhibition produite par un rétro-
contrble négatif, peut &tre retenue par le fait que, chez le rat, (LEGAN et
KARSCH 1973), le mouton (GODING et Coll. 1969) et le singe (KARSCH et Coll. 1973),
la décharge de LH peut @tre amorcée avant qu'il.n'y ait eu une diminution des taux

d'oestrogénes.

La progestérone a une action inhibitrice sur la sécrétion tonique
de la LH ; cette action s'exerce au niveau de 1'hypothalamus médiobasal chez le rat,
Elle aurait une double action sur la sécrétion cyclique de la LH, facilitante au

niveau de l'antéhypophyse, inhibitrice au niveau du systéme nerveux central.
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L'activité de 1'axe gonadotrope est également en relation avec

1'activité de 1'axe corticotrope.

En effet, il a &té montré que 1'ACTH inhibe la maturation sexuelle
ainsi que la sécrétion de LH (CHRISTIAN 1971, COHEN et MANN 1979, OGLE 1977).

Bien qu'encore capables d'une décharge de LH et d'une ovulation
aprés adrénalectomie, les rates présentent alors des cycles irréguliers (BALDWIN
et SAWYER 1979, FEDER et Coll. 1971, MANN et Coll. 1975) ; ceci serait di & la
disparition du rythme de la corticostérone (RAMALEY 1975). Chez le rat, il a net-
tement &té montré une augmentation des taux de corticostérone en pro-oestrus
(RAPS et Coll. 1971, PHILLIPS et POOLSANGUAN 1978) ; mais aussi de 1'ACTH
(BUCKINGHAM et Coll. 1978) ; en fait, en dehors de cet auteur, chez le rat, aucune
étude détaillée n'a été faite sur les variations de 1'ACTH en rapport avec 1'ovu-
lation ; de plus, des modifications importantes, comme celles qui existent chez le

rat, n'ont, 3 notre connaissance, pas &té mises en évidence chez la femme.

Pour certains auteurs, 1'augmentation lente de la progestérone
plasmatique précédant la décharge préovulatoire de LH serait d'origine surréna-
lienne et aurait un effet facilitant sur cette décharge (FEDER et Coll, 1971,
LAWION 1972 : retard ou absence du pic pféovulatoire de LH chez les animaux
adrénalectomisés ; HOLZBAUER et Coll. 1969, HOLZBAUER et GODDEN 1974 :‘augmentation
de la progestérone dans la glande et dans le sang de la veine surrénalienne en

pro-oestrus).

En outre, les corticostéroides augmentent la sengibilité de 1'o-

vaire aux gonadotrophines (MANDL 1954, RAMALEY 1973, RAMALEY et BARTOSIK 1975).

L'injection de corticostérone 3 des rates adrénalectomisées pro-
voque une augmentation de 1'amplitude de la sécrétion de la LH en réponse & une
administration de LRF (avec un maximum 6 heures aprés l'injection de corticosté-—
rone) ainsi qu'une augmentation de la vitesse de dégradation de la LH dans le
sang ; mais 1'heure de l'injection de cette corticostérone n'est pas indifférente
(inefficace 3 5 h ; efficace 3 17 h), méme chez des animaux gardés en illumination
constante (COHEN et MANN 1981). Etant donné, en outre, que la corticostérone seule
n'a pas d'effet sur la sécrétion de LH par des cellules antéhypophysaires en cul-
ture mais augmente leur réponse au LRF (FUJIHARA et SHIINO 1980), COHEN et MANN

(1981) pensent que la corticostérone injectée aux animaux adrénalectomisés agit

en prévenant la montée de prolactine (or l'hyperprolactinémie inhibe la sécrétion
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basale de LH et la réponse au LRF, MINAGUCHL et MEITES 1967, LU et Coll. 1976,
SMITH 1978, WINTERS et LORIAUX 1978, GREELEY et KIZER 1979), ainsi que la sécré-

tion de 1'ACTH, qui suivent l'adrénalectomie.
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Nous nous sommes proposé d'étudier l'activité des axes gonado-

trope et corticotrope au.cours du cycle oestral, et principalement dans la période

périovulatoire, chez le cobaye et le singe écureuil, par une analyse comparée :

- des variations des taux du LRF dans différentes zones hypothalamiques (notamment

hypothalamus antérieur et OVLT, hypothalamus médiobasal et éminence médiane)

~ des variations des taux des gonadotrophines hypophysaires et sériques, du 17 B

oestradiol et de la progestérone

- de 1'ACTH et du cortisol plasmatiques.

Pour cela, il nous a &té nécessaire de mettre au point :

- les dosages radio—immunologiques des gonadotrophines de cobaye (et dans un pre-
mier temps la préparation de fractions partiellement purifiées de FSH et de LH
hypophysaires de cobaye)

- les dosages radio-immunologiques des gonadotrophines de singe écureuil

- le dosage radio-immunologique du LRF tissulaire.
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TRAVAUX PERSONNELS
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MATERIEL ET METHODES

I — RECHERCHE DE SYSTEMES PERMETTANT LES DOSAGES RADIQO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADO-
TROPHINES DE COBAYE ET DE SINGE ECUREUIL

A - PREPARATION DES FRACTIONS HYPOPHYSAIRES '"FSH" ET "LH'" DE COBAYE

i @aB e e S v SR e mam e v e e e e e G WS R e e S e en  Ge  mm e e ——

Les FSH et LH sont des glycoprotéines; si leurs structures n'ont
pas encore été entidrement &tablies, elles semblent cependant &tre rela—-

tivement voisines d'une espéce i l'autre.

La FSH ovine posséde un poids moléculaire approximatif de 30.000 ;
elle est formée de deux sous-unités différentes de poids moléculaire
15 000 environ (CAHILL et HART 1969), associées par des interactions non
covalentes ; cette hormone a un pHi voisin de 4,5 (PAPKOFF et Coll. 1967,
CAHILL et Coll. 1968, SHERWOOD et Coll.1970) ; RYSZKA et Coll. 1971 ont
pu mettre en évidence, par dicroisme circulaire, une configuration en
hélice o qui pourrait intéresser jusqu'a 30 p. 100 des acides aminés

(EKBLAD et Coll. 1970).

La FSH humaine (BUTT et LYNCH 1972) est une protéine globulaire
dont le rayon de la sphére équivalente est de 31 R, sa partie glucidique,
qui représente 9 4 30 p. 100 de la molécule, renferme des acides sialiques
en position externe.

La LH humaine posséde un poids moléculaire de 32 000 & 34 000
(RYAN et Coll. 1970, STOCKELL-HARTREE 1972) ; elle est également formée
de deux sous-unités ( o = 96 AA, B = 120 AA).

D'aprés des études effectuées sur la LH ovine, le rayon de STOKES est de
30 a 32 A (RYAN et Coll. 1970, DE LA LLOSA et Coll. 1967, 1969), mais
aucune hélicité n'a été trouvée (JIRGENSONS 1960). La partie glucidique,
qui intervient pour 15 a 40 p. 100 dans la composition de 1la molécule
(PAPKOFF 1966), ne comporte pas d'acides sialiques. Le pHi de la LH est
beaucoup plus basique que celui de la FSH ; en effet, il varie entre 7

et 9,

Pour préparer des fractions hypophysaires de cobaye enrichies en
chacune de ces deux hormones, nous avons employé d'une part la méthode

décrite pour l'extraction des gonadotrophines humaines par BUTT et Coll,
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1959, 1961, modifiée par STOCKELL-HARTREE 1966, qui comprend essentiellement des
chromatographies sur échangeurs d'ions (CM cellulose et DEAE cellulose), d'autre
part, celle décrite pour l'extraction des gonadotrophines de rat par REICHERT

et MIDGLEY 1968, qui s'effectue dans un premier temps par une série de fraction-

nements au sulfate d'ammonium.

1 - Méethode par chromatographies sur &changeurs d'ions (Tableau I p. 25)

a) Poudre acétonique

Nous avons prélevé deux lots de 300 et 500 antéhypophyses sur
des cobayes @dgés de 10 & 30 jours (3ge pour lequel BROWN 1971 a montré que
les taux de FSH dans la glande pituitaire étaient trés importants), ainsi
qu'un lot de 150 préhypophyses sur des cobayes adultes males castrés. Ces
antéhypophyses ont été conservées dans 1'acétonefanhydré et réguliérement

renouvelé, 3 - 20°C, jusqu'ad utilisation.

Toutes les &tapes d'extraction sont effectuées ensuite a 4°C,

Aprés décongélation, les antéhypophyses sont homogénéisées au
POTTER-ELVEHJEM, dans 1'acétone ; aprés décantation, le surnageant est
enlevé ; l'opération est répétée trois fois pour obtenir une bonne déli-

pidation.

b) Extraction des_glycoprotéines : (Procédé de STEELMAN et Coll. 1958, modifié

par BUTT et Coll. 1961)

La poudre acétonique séche est mise en suspension dans une solution :
acétate d'ammonium 6 p. 100 (p : v)

gthanol 40 p. 100 (v : v)

pH 5,1

Aprés une nuit d'agitation a 4°C, on effectue une centrifugation
de 45 mn a 4 500 g (environ 7 000 rpm). Le surnageant est recueilli ; une

nouvelle extraction est effectuée sur le culot.

La concentration en é&thanol des surnageants réunis est amenée a
80 p, 100 (v : v) par l'addition lente et sous agitation de deux volumes
d'éthanol froid. L'agitation sera maintenue encore pendant 30 minutes. On

laisse s'effectuer la compléte précipitation des glycoprotéines pendant
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TABLEAU I : Schéma du fractionnement d'extrait antéhypophysaire par chromato-

graphie sur CM cellulose et DEAE cellulose.

poudre acétonique

Extraction

acétate d'ammonium 6 p. 100 (p : V)
éthanol 40 p. 100 (v : v)

pH 5,1
Surnageant Résidu
précipitation
éthanolique GH + Prolactine + ACTHJ

80 p. 100 (v : v)

LH + FSH + TSH

CM cellulose

acétate d'ammonium 4mM
pH 5,5

fraction CM] non adsorbée ' fraction adsorbée
précipitation { élution
éthanolique acétate d'ammonium 1 M
80 p. 100 (v : v) pH 5,5
V .
FSH ‘ fraction CM2
DEAE cellulose LH + TSH
acétate d'ammonium 0,2 M
pH 5,5
fraction non adsorbée fraction adsorbée
précipitation élution
gghano}éguiv . V) acétate d'ammonium 0,5 M
pe : NaCl 0,2 M
J pH 9,5
v
fraction CFSH DE1 fraction DE2

protéines inertes aus
uut
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deux jours a 4°C. Aprés centrifugation, le culot est lavé par de 1'éthanol
a 96 p. 100 (v : v) et par de 1l'éther préalablement refroidis, puis séché

sous vide,

Séparation de FSH et _de LH :

Le précipité& de glycoprotéines est remis en solution pendant 12
heures 3 4°C dans le minimum de tampon :
acétate d'ammonium 4 mM

pH 5,5

Aprés avoir centrifugé et relavé le culot, les surnageants ras-
semblés sont déposés sur une colonne de CM cellulose 11 (16 em x 0,5 cm
pour l'extrait correspondant d 300 glandes ; 14 cm x 1 cm pour celui de
500 glandes ou pour celui provenant des cobayes castrés), équilibrée dans
le méme tampon. La CM cellulose avait été‘préalablement activée par les
passages de solutions NaOH 0,5 N et HCl 0,5 N,suivis chacun de ringages 3
1'eau distillée jusqu'd neutralité. Les débits des colonnes sont respecti-

vement de 9 ml/h et 20 ml/h,

Dans ces conditions, la FSH n'est pas adsorbée ; elle est entié-
rement &luée par le passage d'une quantité de tampon égale a 2,5 fois le
volume de la colonne. La présence des protéines est détectée par l'absorp-
tion en UV & 280 nm. Cette fraction, appelée CM,, est amenée i une concen-—
tration 50 mM en acétate d'ammonium et ajust@e au pH 5,5 par de l'acide
acétique afin d'en précipiter ensuite les protéines par l'addition lente
et sous agitation de 5 volumes d'éthanol froid. La suspension est laissée
2 jours 3 4°C, puis centrifugde. Le précipité est lavé par de 1'éthanol
a 96 p. 100 (v : v) et de 1'éther préalablement refroidis.

La fraction adsorbée, contenant la LH et la TSH est &luée par
deux volumes de tampon :

acétate d'ammonium I M

pH 5,5

Cette fraction est appelée CMy. Aprés dialyse, les protéines en
sont également précipitées par addition d'éthanol froid jusqu'a une concen-

tration de 80 p. 100 (v : v) ; la suspension est ensuite centrifugée.
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d) Purification de la fraction FSH :

Une nouvelle chromatographie est ensuite effectude sur la fraction
CM| par le passage sur une colonne de DEAE cellulose (11 cm x 0,5 cm ;
débit 9 ml/heure - 10 cm x 1 cm ; débit 20 ml/heure), équilibrée dans le
tampon :

acétate d'ammonium 0,2 M

pH 5,5

La DEAE cellulose avait été préalablement activée par les passages
de solution HC1 C,5 N, NaOH 0,5 N suivis chacun par des ringages & l'eau

distillée jusqu'd neutralité,

La fraction CDE;FSH non adsorbée est &€luée par le mé€me tampon.
Aprés dialyse, les protéines en sont extraites par précipitation a 1'étha-
nol froid et centrifugation. Le précipité est lavé & 1'éthanol et & 1'éther

et séché sous vide.

Les protéines restantes adsorbées sur la colonne sont &luées par
du tampon :

acétate d'ammonium 0,5 M

NaCl 0,2 M

pH 9,5

et constituent la fraction DE2.

2 - Méthode d'extraction et de fractionnement au sulfate d'ammonium (Tableau Il
p. 28)

Toutes les étapes s'effectuent d 4°C.

Deux lots de 150 préhypophyses, prélevées sur des cobayes 3gés
de 10 a 30 jours et sur des cobayes adultes mdles castrés, conservées dans
1'acétone anhydre a4 - 20°C jusqu'au moment de l'emploi, sont homogénéisées
dans de 1'eau distillée, puis laissées pour une premiére extraction pendant
16 heures 3 pH 5,5. Aprés centrifugation et une nouvelle extraction d'une
heure sur le culot, les surnageants, qui contiennent la FSH, sont rassemblés

(Extrait A). Sur le culot sera effectuée l'extraction de la LH.
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TABLEAU Il : Schéma du fractionnement des hormones anté&hypophysaires par préci-

pitations au sulfate d'ammonium.

Antéhypophyses séches

Homogénéisation [H 0

pH25,5

Extraction 16 heures

4 R
Surnageant Résidu
H20 pH 5,5
1 heure
v
Surnageant Résidu
o
| LH, TSH
Extrait A Prolactine GH ACTH
FSH - LH (TSH) (NH,),S0, : 0,1 M
pH 4= 16 heures
(NH,).SO, : 2 M
pH45%7 4 16 heures ]
Surnageant Résidu
v :
Surtageant Précipité (NH,)980, : 1M
fraction A1 pE 4
¥ v,
LH - TSH Surnageant Résidu
(NHg) 2S04 : 3,2 M GH Prolactine
pH 5,5 = 16 heures ACTH
v
{' ; Extrait B
Surnageant Précipité
fraction A2 ILH - TSHI
e (NH,),80, : 1,4 M
pH 4 -~ 16 heures
dialyse 3
DEAE cellulose Surnageant Précipité

phosphate 0,007 M
borate 0,003 M
pH 8

élution »
NaCl 0,05M NaCl 0,1 M |NaClM
¥
protéines fraction protéines
inertes inertes
CFSH A3

fraction B1

protéines inertes

(NHg) 2804:3 M
pH 4 - 16 heures

Surnageant

v
Précipité
dialyse
fraction

CLH 32
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a) Purification de la FSH :

Les protéines inertes sont précipitées en amenant les surnageants
_ 3 une concentration 2 M en sulfate d'ammonium 3 pH 5,7. Aprés 16 heures,
elles sont &cartées par centrifugation (fraction Al)' La FSH est alors pré-
cipit@e 3 partir du nouveau surnageant en amenant sa concentration en sul-
fate d'ammonium & 3,2 M a pH 5,5. Aprés 16 heures, elle est recueillie par
centrifugation, remise en solution dans un minimum d'eau et dialysée contre
de l'eau distillée (fraction Az). Cette fraction est alors déposée sur une
colonne de DEAE celluloée (13 cm x 1 cm ; débit : 20 ml/heure), soit direc-
tement, soit aprés lyophilisation si le volume de la solution est trop im-
portant. La colonne est &quilibrée dans le tampon :

NaH,PO, 0,007 M

2" 74
Na2B407 0,003 M
pH 8

Différentes fractions sont alors éluées successivement par des solutions
de tampon additionné de NaCl & raison de 0,05 M ; 0,1 Met 1 M, La fraction
qui correspond 4 la FSH est celle &luée par la concentration 0,1 M en NaCl

(fraction CFSHA3).

b) Purification de _la LH :

Le premier culot de centrifugation est remis en suspension dans
une solution : ;

sulfate d'ammonium 0,1 M

pH 4
pendant 16 heures. Aprés centrifugation, on effectue une nouvelle extrac-—
tion d'une heure et une nouvelle centrifugation. Les surnageants qui con-
tiennent la LH (extrait B), sont rassemblés et amenés & une concentration
1,4 M en sulfate d'ammonium & pH 4, afin de précipiter (pendant 16 heures)
les protéines inertes (fraction B;). Aprés centrifugation, la LH est a son
tour précipitée en amenant le nouveau surnageant 4 3 M en sulfate d'ammo-
nium & pH 4 ; puls centrifﬁgée 16 heures plus tard, resuspendue dans un
minimum d'eau et dialysée puis lyophilisée ou reprécipitée 4 1'éthanol

(fraction CLHBZ).
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B - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES

—— — —— — ——— o — V— — — - — o — To—— o omam = — — oty m— g——

Le principe du dosage radio-immunologique est fondé sur la compé-
tition d'une hormone marquée 3 1'iode et d'une hormone "froide" pour se fixer
4 un anticorps spécifique. Une quantité constante d'hormone marquée étant in-
troduite, le pourcentage de la radioactivité fixée permet de connaitre la

quantité d'hormone froide contenue dans l'échantillon 3 doser.

On peut utiliser deux types de systémes

- soit un systéme homologue : c'est~a~dire lorsque l'antisérum a &té fa-

briqué par injection 3 un animal (lapin ou cobaye) d'une hormone de

la méme espéce que celle qui sera introduite dans le dosage ;

~

-~ soit un systéme hétérologue : l'antisérum a été préparé & partir d'une

hormone d'une espéce différente de celle qui sera introduite lors du

dosage.

1) Préparations hormonales utilisées

a) Pour_le marquage :

Ces préparations proviennent soit du National Institute of Arthri-
tis and Metabolic Diseases, National Institutes of Health - Bethesda -

Maryland - U.S.A., soit de Calbiochem - La Jolla - Californie - U.S.A,

I1 s'agit de :

~ la NIAMD rat FSH Il possédant une activité biologique de 100 unités
NIH FSH S;/mg selon le test d'augmentation du poids des ovaires de
rates immatures saturées d'hormone chorionique gonadotrope : test de
STEELMAN et POHLEY 1953, et une contamination en LH évaluée 3 un taux
inférieur a 0,002 unité NIH LH S,/mg par la mesure de la déplétion
ovarienne en acide ascorbique chez des rates en pseudogestation (OAAD) :
test de PARLOW 1961. |

- la NIAMD rat LH I, dont 1'activité biologique est de une unité NIH LH
S;/mg, la contamination en FSH inférieure & 0,04 NIH FSH Sl/mg et celle
en TSH, de 0,4 USP U/mg (test de Mc KENZIE 1968).

- la LH ovine (référence 438 515 de Calbiochem), dont 1l'activité biolo-
gique est de 2,0 unités NIH LH Sl/mg, la contamination en FSH infé-
rieure 3 0,1 unité NIH FSH Sl/mg et celle en TSH inférieure 3 0,1

U.I./mg.
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la FSH humaine purifiée (Référence 869 001 de Calbiochem) dont 1'ac~
tivité biologique est au minimum de 3 500 unités internationales/mg
(IRP - HMG), la contamination en LH de 100 U,I./mg et celle en TSH
de 0,1 U.I./mg.

la LH humaine purifiée (Référence 869 003 de Calbiochem), d'activité
biologique d'au moins 2 000 U.I./mg ; contamination en FSH inférieure

3 4U.I./mg et en TSH : 0,06 U.I./mg.

—— s v

la NIAMD rat FSH RP; (activité biologique : 2,1 NIH FSH Sy/mg ; conta-
mination en LH : 0,02 NIH LH S]/mg)

la FSH ovine NIH FSH §; (1,15 NIH FSH S;/mg ; 0,019 NIH LH S;/mg)

la FSH porcine NIH FSH P, (0,76 NIH FSH S;/mg ; 0,0075 NIH LH S,/mg)
la NIAMD rat LH RP; (activité biologique : 0,03 NIH LH S;/mg ; conta-
mination en FSH : 0,54 NIH FSH S;/mg ; en TSH : 0,22 USP U/mg)

la LH ovine My obtenue par M. JUTISZ (2,55 NIH LH S;/mg)

1'aHCG et la BFSH humaines qui nous ont été données par le Docteur

R. CANFIELD et le Professeur L.E, REICHERT.

la préparation Calstan-IITM (Référence 869 025 de Calbiochem) recons-
tituée de telle sorte qu'elle posséde une activité de 320 U.I./ml
soit de type FSH, soit de type LH, suivant le dosage

la HFSH et la HLH (Calbiochem) déji utilisées pour le marquage.

des extraits antéhypophysaires de cobaye ou de singe &cureuil réalisés
soit 3 partir de la poudre acétonique remise en solution, soit par
homogénéisation & 4°C des glandes (qui ont été conservées congelées

a4 - 20°C) directement dans du tampon phosphate, centrifugation et pré-
lévement du surnageant dont des aliquotes .seront introduites dans les
dosages.

les différentes fractions d'extraction des gonadotrophines, préparées
i partir des antéhypophyses de cobaye, remises en solution dans de
1'eau distillée ou dans le tampon de dosage. Leur concentration en
hormone est évaluée soit par pesée préalable, soit par la mesure de
1'absorption en UV & 280 nm. Les mesures concernant les hormones de
rat utilisées comme références nous donnent la valeur :

Do 280 = 0,10 pour une concentration de 100 y/ml.
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2) Antisérums utilisés

- L'antisérum anti FSH ovine préparé chez le lapin par HENDRICK et Coll. 1971
par immunisation contre de la FSH ovine SH 80 820 SHERING selon la méthode
décrite par FRANCHIMONT 1964.

100 pg d'hormone sont dissouts dans 1 ml de NaCl 9 p. 1000. Cette solution
est émulsionnée ensuite dans 1 ml d'adjuvant de Freund et injectée 3 l'ani~
mal par une série de 20 piqilres intradermiques (de 0,1 ml chacune), dans la
région dorsale. Le sérum est recueilli 4 semaines plus tard ; sa capacité
34 inhiber l'activité biologique de la FSH ovine est vérifiée ; avant utili-
sation, il est traité par du sérum de mouton de fagon & écarter les anti-
corps anti-protéines sériques de mouton.
La spécificité de cet antisérum pour la FSH et ses caractéristiques ont été
décrites par HENDRICK et Coll. 1971 et DUFY-BARBE et Coll. 1972,
Dans nos dosages, il est employé & des dilutions finales de :
1/4000 (immunoadsorption~double précipitation 34 température ambiante)

et 1/8000 (double précipitation a 4°C).

- Le NIAMD anti rat FSH sérum -2-, préparé chez le lapin et utilisé dans nos
dosages a4 la dilution finale de 1/3500.

- Deux antisérums anti=FSH humaine, le premier utilisé & la dilution finale de
1/20.000 ; le second (Référence 869 002 de Calbiochem) préparé chez le lapin,
utilisé a la dilution finale de 1/2000,

- L'antisérum anti~LH ovine préparé chez le lapin par immunisation contre de
la NIH LH § (DUFY-BARBE et Coll. 1972). 1l est employé dans nos dosages
34 la dilution finale de 1/32.000.

- Le NIAMD anti rat LH sérum -2-, préparé chez le lapin, utilisé & la dilution
finale de 1/150.000.

- Trois antisérums anti LH humaine, utilisés a la dilution finale de 1/4000 et
provenant de Calbiochem (Référence 869 004), de 1'Institut Pasteur Paris

(Réf. 7 9630 A/1) et du C.E.A. Gif-sur-Yvette.

3) Marquage

2,5 ug de NIAMD rat FSH I, de NIAMD rat LH I,, de OLH, de HFSH ou de
HLH, sont marqués au 1251Na (IRE, Mol ; CEA, Gif.sur.Yvette) selon la méthode
a la chloramine T de GREENWOOD et Coll. 1963, dont les modalités sont les sui-

vantes :

A 25yl d'1251Na d'activité | m Ci sont ajoutés :

- 2,5 yg de 1'hormone a marquer dilués dans 25 ul d'eau,
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- 25 yl de tampon phosphate 0,5 M. Tampon de SORENSEN de pH 7,5 et de compo-

sition :
KHZPO4 3,75 g
NaZHPO4 38,9 g
H20 gsp 500 ml

- 25 pyl d'une solution phosphate 0,05 M contenant 100 ug de chloramine T ou

sel de sodium de N - monochloro-dérivé du p~toluéne sulfamide :

[va]? [cn3—@—soz - Ne1]

L'addition de chloramine T a upe solution alcaline de protéine et d'iodure
va oxyder l'iode et permettre ainsi son incorporation sur les noyaux tyro-
syles de la protéine. La réaction s'effectue a4 un pH optimum de 7,5 ; & un

pH supérieur 3 8,5, des groupements autres que les tyronines seraient subs-

titués.
217 + CH, —@— SO,NHC1 —> CHy —@— SONE™ + €17 + I,
o___ .
I
+ 1 —— + I
R R
0—
I —
g + base ~— 1 + base H'
R R

- On laisse s'effectuer la réaction pendant 30 secondes (sous agitation)

- 100 ul de solution réductrice de métabisulfite de sodium (solution i 2,4 mg
Na25205/m1 de tampon phosphate. 0,05 M) sont ensuite ajoutés, afin d'arr@ter
la réaction.

— Le produit de réaction est ensuite dilué ﬁar addition de 200 ul d'une solu-

tion d'iodure de potassium (solution & 10 mg KI/ml de tampon PO, 0,05 M).

4
Afin de séparer 1l'hormone marquée des sels radioactifs, la solution

est déposée sur une colonne de 1,20 g de Séphadex G50 médium (14 ecm x 1 cm) équi-

librée dans le tampon barbital sodique 0,07 M de pH 8,6 obtenu par dilution

(7 v. ¢+ 3 v.HZO) du :
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tampon barbital sodique 0,1 M :
C8H”N2Na03 20,6 g
H20 qgsp 11
12,9 ml sont retirés et remplacés par 12,9 ml HCIN
le pH est ajusté a 8,6,
La colonne a été préalablement saturée par le passage de | ml de tampon dans le-
quel ont été dissouts 20 mg d'albumine bovine, puis elle a été rincée par le pas—
sage de 20 ml de tampon afin d'éliminer l'albumine en excés.
Le tube ol s'est effectuée la réaction de marquage est rincé par 400 ul de la
solution d'iodure de potassium. Ces 400 ul sont également déposés sur la colonne.
Les fractions d'élution sont récoltées ml par ml dans des tubes contenant chacun
1 ml de tampon additionné d'albumine bovine a raison de 50 mg/ml.
L'hormone marquée est &luée essentiellement dans le 6&me tube ; le rendement
moyen d'hormone récupérée est de 26,3 p. 100 (FRANCHIMONT 1966) ; elle a une acti-
vité spécifique de l'ordre de 100 3 200 uCi/ug ; les sels radioactifs libres sont

€lués plus tardivement avec un maximum aux 13&me ou l14éme fractions (Fig. n° 1,

p. 35).
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Figure n° 1 : Séparation sur Séphadex G 50 de la FSHY (a) ou de 1la LE (b), des

sels minéraux radioactifs aprés marquage par 1'1251.
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4) Techniques de dosages
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A 0,4 ml de tampon :
phosphate 0,01 M

NaCl 0,15 M
NaN, 0,1 p. 100
BSA 1 p. 100
pH 7,6

on ajoute :
- 0,1 ml d'une solution d'hormone marquée diluée de telle sorte qu'elle
contienne 20.000 cpm/0,1 ml,
- 0,1 ml de 1'échantillon & doser (hormones de références et extraits
" hypophysaires 3 différentes concentrations),
- 0,2 ml d'une solution contenant d'une part l'antisérum (dilué initia-
lement & 1/2000 pour 1'Ac anti FSH ovine
1/875 pour 1'Ac anti FSH de rat
1/5000 pour l'Ac anti FSH humaine
1/8000 pour 1'Ac anti LH ovine
1/37500 pour 1l'Ac anti LH de rat
dans le tampon : phosphate 0,01 M

NaCl 0,15 M
EDTA 0,05 M
NaN, 0,1 p. 100) ;

-

d'autre part du sérum de lapin normal i raison de 0,5 p. 100.

Ce premier systéme est incubé 5 jours a 4°C afin que 1'équilibre
de la réaction puisse s'établir. Dans un second temps sont ajoutés 0,2 ml
d'antigammaglobulines de lapin fabriquées chez le mouton (qui nous ont été
fournies par les Laboratoires WELLCOME), & une dilution de 1/20&me.
Aprés 2 jours a 4°C, on centrifuge 15 mn 3 2500 g (environ 3000 rpm). Le
surnageant est enlevé par aspiration ; le précipité est lavé par 2 ml de
tampon phosphate additionné de sérum de boeuf dilué au 1/5&me, décanté i

nouveau puis sa radioactivité est comptée. Les essalis sont effectués en

triple pour les courbes étalon et en double pour les extraits hypophysaires.

Les dilutions sont effectuées dans le tampon phosphate de Sorensen
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0,05 M, pH 7,5, additionné d'albumine bovine a raison de 5 g/l et d'azide

-

de sodium 0,5 g/1. A 0,1 ml d'antisérum dilué au préalable a 1/1000 pour
1'anti FSH ovine, & 1/8000 pour 1l'anti LH ovine, a 1/500 pour 1l'anti FSH
humaine et & /1000 pour 1'anti LH humaine, sont ajoutés 0,2 ml d'hormones
de références ou d'extraits hypophysaires 3 différentes concentrations et
0,1 ml d'hormone marquée diluée (soit environ 15.000 & 20,000 cpm). On
laisse s'effectuer une incubation de 24 heures avant d'introduire 0,1 ml
de sérum de lapin normal dilué au 1/100éme et 0,1 ml d'antigammaglobulines
de lapin diluées au 1/10éme. Aprés une incubation de 16 heures, le préci-
pité de chaque tube est lavé par 2,5 ml de tampon additionné de Tween 20
a raison de 5 ml/l. Les tubes sont ensuite centrifugés 15 mn & 2500 g ; le
surnageant est enlevé par aspiration ; la radioactivité du précipité est
comptée, Les essais sont effectués en triple pour la courbe standard et en

double pour les extraits hypophysaires.

N.B. : par la suite, le volume de la réaction a été diminué en modifiant
les dilutions, ainsi, 34 l'hormone de ré&férence ou 3 l'échantillon,
furent additionnés
- 50 ul d'Ac dilué au 1/500 pour 1'anti OFSH

au 1/4000 pour l'anti OLH
au 1/250 pour l'anti HFSH
au 1/500 pour 1l'anti HLH
= 50 ul d'hormone marquée
puis
~ 50 pl de sérum de lapin normal dilué au 1/508me et 50 ul d'anti-

gammaglobulines diluges au 1/5éme.

¢) Immunoadsorption :

Technique selon laquelle le double anticorps, c'est-d-dire les antigamma-
globulines de lapin, est fix& & un substrat solide (DEN HOLLANDER et
SCHUURS 1974).

Les immunoadsorbants utilisés ont &té préparés par HENDRICK 1972

selon la technique de WIDE 1969,

Dans un premier temps, la cellulose est activée par le bromure de

cyanogéne dans les conditions suivantes
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a 200 ml d'eau distillée dans lesquels ont été dissouts préalablement 5 g
de bromure de cyanogéne, sont ajoutés, sous agitation, 5 g de cellulose.
Le pH est amené & 10~11 par une solution de soude normale, Aprés un temps
de réaction de 4 mn, la suspension est filtrée, lavée 4 l'eau et séchée

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

Les antigammaglobulines de lapin sont précipitées & partir du sérum
de mouton par addition de NaZSO4 (180 mg/ml de sérum). Aprés agitation pour
permettre la dissolution, le mélange est laissé& une heure au repos, puls
centrifugé 5 mn & 3000 rpm. Le précipité est lavé par une solution de
Na2504 18 p. 100, & nouveau centrifugé et redissout dans | ml de NaHCO
0,1 M,

3

100 yl1 de gammaglobulines de mouton sont alors mélangés 3 200 mg

de cellulose activée, ceci dans 1 ml de NaHCO, 0,1 M. L'agitation se fait

3
par rotation lente durant 24 heures 3 température ambiante. Puis 1'immunoad-
sorbant est lavé :

- 2 fois par 10 ml de NaHCO, 0,5 M (agitation rotative lente de 20 mn

pour chaque lavage puis cintrifugation et décantation),
~ 2 fois par 10 ml d'acétate de sodium 0,1 M, pH 4 ou 5 (1 heure et
16 heures), ‘
- 2 fois par du tampon phosphate pH 7,5 (20 mn),

ceci afin d'éliminer les protéines non fixées par liaison covalente.

L'immunoadsorbant est remis en suspension dans le tampon i raison

[

de 100 mg/10 ml et conservé d - 25°C jusqu'ad 1l'emploi. La cellulose activée

au bromure de cyanogéne est capable de fixer ainsi les globulines & raison

de 5 mg/g.
| |
? - 0H —C - 0
= | C = NH + HBr
C - OH + BrC N-—————-)_C 0~
| |
| |
Cc - O.\ - ? -0 -
) = - &1 = - 51 +
C -0 - C NH + H2N Protelne__a__C -0~ C N Protéine NH3
] |

-~

Le dosage radio—immunologique est effectué & température ambiante.
Les dilutions sont effectuées dans le tampon phosphate de Sorensen 0,05 M

de pH 7,5 additionné d'albumine bovine 5 g/1 et d'azide de sodium 0,5 g/1.
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Le premier systéme d'incubation est le m€me que celui décrit pour 1'immuno-
précipitation a fempérature ambiante :
- 0,1 ml d'antisérum dilué au préalable 3
1/1000 pour 1'anti FSH ovine
1/8000 pour l'anti LH ovine

- 0,2 ml des dilutions d'hormones de références ou d'échantillons i doser

0,1 ml d'hormone marquée diluée (20,000 cpm)

- incubation de 24 heures.
Pour séparer 1'hormone marquée libre de 1'hormone marquée fixée aux anti-
corps, on ajoute 0,5 ml des solutions d'immunoadsorbants (dilués auparavant

a 1/200 pour le dosage de la FSH et 4 1/800 pour celui de la LH).

Aprés une agitation rotative de 4 & 5 heures, 2,5 ml de tampon addi-
tionné de Tween 20 sont ajoutés dans chacun des tubes qui sont ensuite cen-—
trifugés 10 mn 3 2500 g, Le surnageant est enlevé, La radioactivité de

1'immunoadsorbant est comptée.

d) Dosage des gonadotrophines dans_les_sérums de cobayes et de singes

Pour pouvoir doser les gonadotrophines dans les sérums avec une
bonne sensibilité, il est nécessaire de modifier la premié&re étape des mé-
thodes précédemment décrites en effectuant une préincubation entre le sérum
d doser et les anticorps avant d'additionner 1'hormone marquée, ceci afin
de limiter le rGle d'encombrement des protéines sériques dans la réaction

compétitive. Les courbes de références sont alors effectues dans les mémes

conditions.

Des quantités croissantes de sérums de cobayés ou de singes, plus
ou moins riches en hormones, ont &té ajoutées (50, 100, 200, 300 et 400 ul)
afin de comparer les courbes obtenues i partir de sérums 3 celles obtenues

a partir des hormones de références.

Par la suite, les dosages seront effectués en double sur 0,2 ml

(cobaye) ou 0,3 ml (singe) des différents &chantillons de sérums.

Le dosage se déroule de la maniére suivante :

dans un premier temps, 4 50 pul (ou & 0,1 ml) d'antisérum sont ajoutés 0,2 ml
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des dilutions d'hormones de références ou de sérums a doser ; sult une
préincubation d'un minimum de 4 heures & température ambiante ; puis

50 pl (ou 0,1 ml) d'hormone marquée (15 000 - 20 000 cpm) sont ajoutés -
Incubation de 24 heures 3 température ambiante - Les dosages se déroulent

ensuite sans autres modifications.
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II ~ DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU 17 8 -OESTRADIOL

Les deux principaux oestrogénes (17 B-oestradiol et oestrone) sont
essentiellement synthétisés par les cellules thécales et interstitielles ou
par les cellules folliculeuses de l'ovaire ; la progestérone ovarienne est,

elle, essentiellement produite par les cellules lutéales.

La biosynth&se des oestrogénes ovariens s'effectue selon le schéma
classique (Tableau III, p. 42) ol la progestérone et les androgénes consti-
tuent des étapes intermédiaires. Ces transformations nécessitent tout un

équipement enzymatique.

La progestérone est également synthétisée par les cellules du cortex
surrénalien ; elle constitue alors un métabolite important du cortisol, mais

elle est aussi cédée dans le sang.

Nous avons effectué les dosages a l'aide du matériel proposé par
le CEA-IRE-SORIN ; la méthode utilisée est celle de 1l'adsorption de 1'hormone
libre sur un substrat solide, le charcoal-dextran. (ABRAHAM et Coll. 1971,
KUTAS et Coll. 1972, LINDNER et Coll., 1972).

A - DOSAGE DE LA PROGESTERONE

1) Extraction de la progestérone contenue dans_les échantillons de sérum :

Dans des tubes en verre, a4 0,1 ml du sérum & doser de cobaye normal
(0,2 ml du sérum de cobaye gestante ou 0,5 ml du sérum de singe) sont
ajoutés 3 ml d'hexane. Les tubes sont bouché&s avec des capsules de
polyéthyléne et agités pendant 2 mn avec un agitateur Vortex. Ils sont
ensuite centrifugés 5 mn i 200 rpm. 1 ml du liquide d'extraction pour
le cobaye normal (0,5 ml pour le cobaye en gestation ou le singe) est
transféré dans un autre tube en verre et &vaporé dans un bain-marie

i 35-40°C. Pour chaque échantillon de sérum on effectue deux extraits.

Les dilutions sont effectuées dans le tampon :
Tris 0,025 M
lysosymes (,25 p. 100
pH 7,4.



Tableau IIT : Biosynthése des oestrogénes ovariens.
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La progestérone se dégradant en milieu aqueux, elle est conservée
dans une solution éthanolique et ne sera diluée dans le tampqn qu'au mo-

ment du dosage.

Les résidus secs d'extraction 3 1'hexane sont ressolubilisés dans
0,3 ml de tampon. Parallélement, une gamme de tubes contenant des solu-
tions de progestérone standard 3 différentes dilutions est effectuée en
triple exemplaires (0,2 ml de tampon + 0,1 ml d'une solution contenant
de 0,25 ng 3 8 ng de progestérone/ml). On ajoute ensuite 0,1 ml d'une

solution de progestérone tritiée et 0,1 ml d'antisérum,

Les tubes sont agités au Vortex puis mis 3 incuber i 37°C pendant
30 mn. Ils sont ensuite plongés dans un bain de glace et laigsés d incu-
ber 2 heures a 2-4°C ; 0,5 ml d'une suspension de charcoal-dextran sont
ensuite rapidement additionnés 3 chaque tube maintenu dans le bain de
glace. Aprés agitation au Vortex et un temps de réaction de }0 mn exac-
tement, les tubes sont centrifugés a 1500 g - 2000 g pendant 10 mn.
0,5 ml du surnageant de chaque tube est prélevé et introduit dans une

-~

fiole de comptage contenant 10 ml de liquide & scintillation (Soluéne-350,

Permablend 111 - Packard - ou encore, solution de composition :
PPO 78
POPOP 0,3 g

Naphtaléne 100 g
Dioxane qgsp 1 1.)

La radioactivité de chaque fiole est comptée 10 mn dans un cempteur 8.
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B -~ DOSAGE DE L'OESTRADIOL

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

2)

-t e o it e i s vt A S Gt B G O A Bt RS B T D ok S e it S e

Dans les tubes en verre contenant 0,5 ml de sérum 3 doser, sont
ajoutés 3 ml d'éthyl-éther. Les tubes sont bouchés par des capsules en
polyéthyléne et agités 2 mn au Vortex avant d'étre centrifugés 5 mn a
2000 rpm ; 2 ml de chaque extrait sont ensuite transférés dans une autre
série de tubes en verre qui sont mis & évaporer dans un bain-marie i

35-40°C.

Dosage :

I1 s'effectue selon les mémes modalités que celles décrites pour

le dosage de la progestérone.

L'oestradiol, également conservé en solution éthanolique, ne doit

etre dilué dans le tampon que lors de l'utilisation,

La gamme standard d'oestradiol sera constituée par des tubes dans
lesquels sont introduits 0,2 ml de tampon + 0,1 ml d'une solution conte-

nant de 0,125 ng 4 4 ng d'oestradiol/ml,
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TIT - DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DU LRF

Le LRF est un décapeptide (Fig n° 2 p. 46) de poidé moléculaire

1182,5, de demi-vie 4 a 8 mn, Il ne présente pas de spécificité d'espéce.

Les acides aminés en position | et 4 4 10 interviendraient essen~
tiellement dans la conformation de la molécule et dans sa capacité i se fixer sur
les récepteurs (et plus particuliérement les acides aminés en position 6 et 10),
L'histidine en position 2 et le tryptophane en position 3 seraient responsables
de 1'activité biologique. Ainsi, par des substitutions, on peut obtenir soit des
analogues trés actifs : (D - Phe6) - LH-RH,(D - Trp6) - LH-RH..., ou, 3 1l'opposé,

des inhibiteurs tel le (D - Phez, D - Trp3, D - Phe6) - LH~RH (SCHALLY 1978).
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A - Marquage du LRF

1)

2)

Réaction :

Sont additionnés

-~ 25 pul 4’

125

INa (850 ucCi)

- 5 pg de LRF (SERVA) dans 10 yl de tampon phosphate 0,05 M

- 25 yl de
- 30 ug de
temps de

- arrét de

tampon phosphate de SORENSEN 0,5 M, pH 7,5
chloramine T dans 25 pl de tampon phosphate 0,05 M
réaction : 20 s avec agitation

la réaction par 80 ug de métabisulfite de sodium dans 25 pl de

tampon phosphate 0,05 M

- dilution puis ringages de la fiole de réaction par une solution d'iodure

de potassium (10 mg KI/ml de tampon PO4 0,05 M), 3 fois 50 ul.

Chromatographie :

a ~ soit sur une colonne de Séphadex G 25 (38 cm x 1 cm), 8 & 10 g de gel.

Elution (20 ml/h) par une solution :

CH

COOH 0,01 M

3
gélatine 1 p. 1000

les sels radio-~actifs libres sont alors &lués en premier (fractions 35 -
38), le LRF marqué est é&lué plus tardivement (maximum aux fractions 60 -

65) .(Fig. n° 3, p. 48)

L'inconvénient de cette méthode est de ne pas pouvoir séparer comr
venablement LRF froid (maximum aux fractions 50-56), LRF monoiodé et

LRF diiodé. Une électrophorése serait alors nécessaire.

e s i s e s e ot s . i A i P e W St

équilibrée dans le tampon borate 0,1 M, de pH 9,2

H3B03 0,2 M 4 ml

Na,B,0., 10 H,0 0,05 M 16 ml

gélatine | p. 1000

Cette méthode est une adaptation de celle décrite par NEIT et
ADAMS 1977. Ces auteurs, par une &tude détaillée, a partir de davantage
de matériel et sur une colonne plus importante, ont montré que la
chromatographie sur cette résine échangeuse d'anions permettait la

séparation du LRF froid, du LRF monoiodé et du LRF diiodé en raison
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cpm

9.10“1
- 125)

LRF*

310°L

It i el . - d L

0 10 20 30 40 50 60 70 80
mi d' élution

Figure n° 3 : Séparation sur 5Séphadex G 25 du LRF* et des sels minéraux radio-
. . 125
actifs apres marquage par 1 I.
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des différentes valeurs du pK du groupement hydroxyl tyrosyl de ces trois
molécules. Les ions iodures libres ne sont pas €lués de la colonne.

Sur une colonne de dimensions plus réduites, adaptée aux marquages, le
pouvoir de séparation est, bien slir, moins bon, néanmoins le maximum de
radioactivité se situe dans les fractions 19 a4 22 (fig. n° 4, p. 50), cor-
respondant au maximum d'élution du LRF monoiodé, fractions qui seront re-
prises pour 1eé dosages. Le LRF froid est é€lué plus rapidement (fractions
10 - 12) alors que le LRF diiodé est davantage retenu (maximum d'é&lution
vers les fractions 30 - 35). Les différences de migrations sont suffisantes
pour récolter quelques fractions de LRF monoiodé trés peu contaminé.

Un antisérum anti LRF (BARRY, n° 44-7), utilisé a la dilution finale de
1/3200, fixe 87 p. 100 de ce LRF marqué.

C'est cette méthode que nous avons finalement adoptée car elle est
simple et il est plus exact, dans la mesure du possible, de n'utiliser que
du LRF monoiodé pour les dosages.

En effet, le marquage 3 1'iode par la méthode 3 la chloramine T,
si elle permet une bonne incorporation de 1'iode radioactif (au moins double
comparée & la méthode 4 la lactopéroxidase décrite par MORRISON et BAYSE
1970), modifie cependant la molécule de LRF qui peut alors avoir tendance
d s'associer de fagon non spécifique 3 des composants macromoléculaires du
sérum ou des extraits tissulaires ; ces composants macromoléculéires ren—
trent alors en compétition avec l'antisérum pour se fixer a 1'hormone mar-—
quée, laissant davantage d'anticorps libres de se fixer 3 1l'hormone froide,
ce qui conduit a une surestimation des valeurs de cette derniére. Or, cette
modification est nettement plus marquée pour 1'hormone diiodée que pour

1'hormone monoiodée.

Les fractions sélectionnées sont additionnées d'un volume égal de

tampon de dosage et gardées congelées.
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B - Extraits tissulaires (hypothalamiques et post-hypophysaires)

Les animaux décapités, les cerveaux sont prélevés et refroidis

quelques minutes sur une plaque réfrigérante afin d'en faciliter la dissection.

Sont prélevés les fragments correspondant aux zones suivantes :

chez le cobaye (planche V a, p. 52)

zone paraolfactive

organe vasculaire de la lame terminale, zone préoptique et suprachias-

matique

: hypothalamus médiobasal et tige infundibulaire

(disséquée avec soin a l'aide de micro-ciseaux de PASCHEFF-WOLFF)

: mésencéphale

antéhypophyse

lobe nerveux de 1'hypophyse (et lobe intermédiaire)

chez le singe écureuil (planche V b, p. 52)

n® 1

=
)
N

: OVLT et zone préoptique
: hypothalamus médiobasal et tige infundibulaire
: posthypophyse

: mésencéphale

antéhypophyse

: ganglions habénulaires

Les fragments 5 correspondant aux adénohypophyses sont mis & part

et conservés congelés i - 20°C en vue des dosages de la FSH et de la LH.

Les autres fragments sont gardés congelés dans 0,1 ml 4d'HC1 0,1 N.

Au moment du dosage ils sont homogénéisdés dans un volume total de 0,5 ml

d'HC1 0,1 N, neutralisés par NaOH 1 N, complétés & I ml par du tampon de dosage.

Aprés centrifugation, des aliquotes de 50, 100 et 200 ul de surnageant sont

reprises pour le dosage.



Planche V : Dissection des fragments de cerveaux dans lesquels le LRF sera dosé :
a- chez le cobaye

b- chez le singe écureuil,.

Coupes sagittales

CA : commissure blanche antérieure
CcM : corps mamillaire

co : chiasma optique

LA : lobe antérieur

LN : lobe nerveux % hypophyse
Po : pont

Th : thalamus

\' : IIIéme ventricule
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C - Antisérums

11 est possible d'obtenir des antisérums anti LRF par immunisation
de lapins contre la molécule de LRF synthétique non conjuguée uniquement ad-
sorbée sur polyvinylpyrrolidone (ARIMURA 1973, BARRY 1980), mais 11 est alors
difficile, en raison du faible poids moléculaire du LRF et de sa faible anti-

génicité, d'obtenir ainsi un titre trés élevé en anticorps.
I1 s'est donc avéré souvent utile de coupler le LRF & une molécule

importante comme 1'albumine sérique bovine ou humaine.

Couplage & la glutaraldéhyde du LRF i la HSA (DUBOIS 1976)

sont additionnés :

- 4 mg d'antigéne et 20 mg de HSA dans 2 ml de tampon phosphate 0,1 M pH 7,4
phosphate monosodique 0,1 M 192 ml
phosphate disodique 0,1 M 808 ml

- 1 ml d'une dilution au 1/508me (dans le tampon phosphate) de la solution

commerciale de glutaraldéhyde a 25 v

On laisse s'effectuer la réaction 3 h & température ambiante sous agitation

douce,

~ La réaction est arrétée par | ml de tampon phosphate contenant 7,5 mg de méta-

bisulfite

- 1 ml de tampon supplémentaire est ajouté.

On obtient 5 ml de solution qui sont ensuite dialysés a 4°C contre du tampon.

Chaque dose injectée a un lapin sera de 0,5 ml de cette solution
(soit 400 pg de LRF conjugué) émulsionnée avec 0,5 ml d'adjuvant complet de

Freund.

Pour la fabrication de son antisérum n° 8516, DUBOIS a effectué
la premiére injection dans la rate, les 6 suivantes, soit par 40 sites intra-
dermiques, soit par injection intraveineuse de LRF conjugué sans adjuvant.

Parmi les antisérums que nous avons essayés et qui ont donné des résultats
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trés satisfaisants (BARRY, n° 2la, 41, 42, 44 — DUBOIS : 2 Ac #), c'est ce
dernier qui présentait le titre le plus élevé, aussi nous avons choisi de
1'utiliser pour l'ensemble de nos dosages ; ses caractéristiques ont été
décrites par CARATY et coll. 1980 ; il est trés spécifique et ne présente
aucune affinité pour d'autres peptides ou hormones tels la lysine vasopres-—
sine, la LH, la FSH, le TRF, 1l'ocytocine, la noradrénaline ou pour des extraits
du cortex cérébral, Pour éliminer la majeure partie des anticorps dirigés
contre la HSA, l'antisérum est tout d'abord saturé par la HSA ; aprés centri-
fugation, le surnageant est prélevé. Dans nos dosages, il a &té utilisé a la

dilution finale de 1/32000.
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D - Dosage

La technique de dosage que nous avons utilisée est ici 1'immuno-

précipitation & température ambiante.

La composition du tampon de dosage est la suivante

phosphate 0,01 M

NaCl 0,15 M
NaN3 0,1 p. 100
EDTA 0,01 M
Bacitracine 2.10--5 M
HSA 0,1 p. 100
pH 7,5

sont additionnés

- 0,1 ml de LRF froid (SERVA) i différentes dilutions et 0,! ml de tampon
ou
0,05 ; 0,1 ou 0,2 ml d'extraits tissulaires complétés & 0,2 ml avec du
tampon
- 0,1 ml d'antisérum anti LRF dilué au préalable a 1/8000
Agitation bréve suivie d'une préincubation de 4 heures (minimum)
- on ajoute 0,1 ml de LRF marqué (® 10.000 cpm)
Agitation bréve puis incubation de 24 heures
- on ajoute 50 ul de sérum de lapin normal dilué au 1/50éme et 50 pl d'anti-

gammaglobulines de lapin diluées au 1/58me

Agitation bréve puis incubation de 24 heures.

Chaque tube est additionné de 2,5 ml de tampon sans HSA et centrifugé ; le

surnageant est aspiré et la radioactivité du précipité est comptée.

Les essais sont effectués en triple pour la courbe standard et 2

deux dilutions et en double pour chaque extrait.
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IV - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE L'ACTH ET DU CORTISOL

A - Dosage de 1'ACTH

L'ACTH (adrenocorticotrophic hormone) est une hormone hypophy-
saire de nature protéinique (composée de 39 acides aminés), de poids mo-
léculaire # 4 500. La séquence 1-24 3 partir de la partie N-terminale est
commune & différentes espéces et hormonalement active ; le polypeptide de

synthése 1-24 correspondant (synacthéne) est couramment utilisé en clinique.

Dans le plasma, 1'ACTH a une demi-vie d'environ 12 3 15 minutes

(BESSER et coll. 1971).

La production de 1'ACTH (synth&se et sécrétion : GANONG et coll.
1974) est contrdlée par le CRF (corticotrophin releasing factor) qui est

1ibéré dans les vaisseaux portes de 1'éminence médiane (PORTER et coll.

1970).

Les corps cellulaires de 1a plus grande partie des neuromnes
élaborant le CRF se situent fort probablement dans l'hypothalamus (mais en
dehors de 1'hypothalamus médiobasal) et dans l'aire préoptique ; leurs
fibres traversent 1'aire latérale rétrochiasmatique avant de gagner 1'émi-
nence médiane (BRADBURY et coll. 1974, PALKOVITS 1977, JONES et HILLHOUSE
1977, BUCKINGHAM et HODGES 1979, MAKARA et coll. 1979).

Les neurones A CRF recevraient de nombreuses afférences modulant
leur activité (VAN LOON 1973), ainsi la libération du CRF serait inhibée
par les récepteurs a—adrénergiques et stimulée par les récepteurs muscari-

niques et nicotiniques (Réf. dans OLIVER et coll. 1980).

En outre, la sécrétion d'ACTH est stimulée lors d'un stress et
est soumise A un rythme circadien, mais, & la différence d'HIROSHIGE et
coll. (1971), YASUDA et GREER (1976) n'ont pu établir aucune corrélation
entre ces variations de la sécrétion d'ACTH et l'activité CRF de 1l'hypo-
thalamus. Le rythme circadien de la sécrétion d'ACTH pourrait &tre accom-
pagné de variations simultanées de la sensibilité de 1'hypophyse au CRF,

mais, 13 encore, ceci n'a pu @tre montré avec certitude (KRIEGER 1979).



_57_

Dans nos expériences, les dosages de 1'ACTH ont été effectués

avec le matériel proposé par le C.E.A.

1) Prélévements des Echantillons

-~ 1ls doivent se faire en tenant compte de la périodicité de la sécrétion de

1'ACTH

- en raison de 1l'instabilité de cette molécule, 1ils nécessitent certaines pré-
cautions :
le sang ne peut €tre recueilli sur héparine ; en effet, 1'héparine capte les
molécules d'ACTH, formant des agrégats de hauts poids moléculaires et les
emp&chant de réagir avec les énticorps (DUPOUY et coll. 1980), en outre, elle
accélére la dégradation de 1'hormone marquée introduite dans le dosage

(VAGUE et coll. 1971).

Le sang est alors recueilli dans des tubes de type Venoject con—

tenant de 1'EDTA (Naz) sec (1 mg/ml de sang) préalablement refroidis.

Aprés agitation et centrifugation, les plasmas sont prélevés

et conservés a - 20°C.

Pour une conservation dépassant 2 mois, 1l faut ajouter, au
moment du prélévement, 100 UKI sous forme de Zymofren ou de Trasylol, par mil-

lilitre de sang.

Les dilutions sont effectues dans le tampon :
Véronal 0,02 M pH 8,4
2~-mercaptoéthanol 0,2 p. 100

Sont additionnés :

- 0,1 ml d'une solution contenant du plasma humain et de 0 & 800 pg/ml d'ACTH
synthétique humaine (1-39) ~ (courbe standard effectuée en triple)
ou 100 ul, 200 pyl de plasma a doser.

- 0,1 ml d'une solution d'ACTH d'origine porcine marquée 3 l'iode ]25, d'acti~
vité spécifique de 1'ordre de 300 uCi/pg (11 100 kBq/ug), soit 0,06 uCi/ml

(2,22 kBq)
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Cette solution, en tampon véronal, contient en outre de l'albumine humaine
et un inhibiteur enzymatique.
- 0,1 ml d'une solution contenant de 1'antisérum anti-ACTH (obtenu sur lapin

par injection d'ACTH couplée 3 de 1'albumine bovine).

Chaque tube est alors complété a 1 ml par du tampon,

Aprés agitation au Vortex, on laisse incuber 48 h a 4°C.

Les tubes sont alors plongés dans un bain glacé et 0,5 ml d'une
suspension de charbon sont additionnés rapidement.

Aprés agitation rapide au Vortex, et un temps de réaction de 5
minutes exactement dans le bain de glace, les tubes sont centrifugés 15 minutes
a 1500-2000 g.

Le surnageant de chaque tube est décanté dans un tube de comp-

tage.
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B - Dosage du cortisol

Le cortisol, ou hydrocortisone, est une hormone stéroidienne de
poids moléculaire 363,5. La cortico-surrénale synthétise le cholestérol, le
préléve également de la circulation et le transforme en hormones stéroidiennmes,

notamment en cortisol (Tableau IV, p. 60).

Ce cortisol est produit en partie par les cellules de la glomé-
rulée (qui sont les seules, en outre, & synthétiser 1'aldostérone) mais prin-

cipalement par les cellules de la fasciculée.

Les glucocorticoides sont des effecteurs d'enzymes et possédent
des récepteurs sur les tissus de nombreux organes (foie, muscles, cellules
lymphoides, adipocytes, os, cerveau, utérus, etc...) Réf. dans BALLARD et coll,
1974 et KING et MAINWARING 1974 ; ainsi, dans les cellules intestinales, ils
permettent la phosphorylation des sucres nécessaires & leur absorption ; les
principaux effets biologiques du cortisol sont : l'accumulation du glycogéne
au niveau du foie, la synthése du glucose i partir des acides aminés (n&ogluco-
génése) et le ralentissement de 1'oxydation des hydrates de carbone dans les

tissus.

La production de cortisol est stimulée par 1'ACTH, mais le cor-
tisol, en revanche, exerce un rétrocontrdle négatif sur cette hormone, soit
par l'intermédiaire des centres hypothalamiques produisant le CRF, soit direc-
tement au niveau de 1'hypophyse ol i1 aurait alors une action inhibitrice plus

sur la sécrétion que sur la synthése de 1'ACTH (FLEISCHER et RAWLS 1970).

Du rdle joué par 1'ACTH sur la production des corticoides, ré-
sulte un rythme nycthéméral des taux de cortisol plasmatiques ainsi que leur
élévation 3 la suite d'un stress (dans les 15 minutes suivant 1'élévation des
taux d'ACTH), d'ol les précautions nécessaires dans le choix de 1l'heure et

des conditions de prélévement des échantillons & doser.

Dans les conditions normales, environ 76 p. 100 du cortisol
sécrété dans le sang sont liés de fagon étroite mais réversible d& la transcor-
tine (corticosteroid binding globulin ou CBG), alpha 1 glycoprotéine, de poids
moléculaire voisin de 52 000 (SEAL et DOE 1966), synthétisée par le foie ;

-~

13,5 p. 100 sont 1liés i 1'albumine (avec une affinité 4 fois moindre que pour

la CBG), et environ 10,5 p. 100 constituent le cortisol libre (WESTPHAL 1975).
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Le cortisol libre,seul métaboliquement actif, a une demi-vie de 50~60 minutes

(MANIN et DELOST 1980).

Dans nos expériences, nous dosons le cortisol total 3 1'aide

du matériel proposé par le C.E.A.

I1 s'agit de mesures directes sur plasma ou sérum (VECSEI et

coll. 1972, RUDER et coll. 1972, ABRAHAM et coll. 1972).

Les dilutions sont effectuées dans le tampon :
Hydrogénophosphate disodique, 2 HZO 852 mg
Acide citrique 1,560 mg
pH 3,2,

Dans des tubes, dont la surface interne est revétue d'un anti-
sérum obtenu sur le lapin contre du cortisol conjugué en position 21 avec de la
sérumalbumine bovine, sont ajoutés :

- 50 pl d'une solution contenant de O & 800 ng/ml de cortisol

(courbe standard effectuée en triple)

ou

30 ul de sérum 3 doser + 20 pl de tampon (échantillons dosés
en double)

- 0,5 ml de tampon

~ 0,1 ml d'une solution de cortisol marqué 3 1l'iode 125 (* 0,28

uCi/ml) contenant de la sérumalbumine bovine et des conserva-
teurs.

Chaque tube est mélangé doucement au Vortex.

Aprés une heure d'incubation 3d 37°C, le contenu de chaque tube
est aspiré soigneusement. Chaque tube est alors rincé par 2 ml d'eau distillée

et de nouveau aspiré, puis la radioactivité est comptée.
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V - ANIMAUX
A - Cobayes
Les cobayes tricolores (Cavia porcellus) sont gardés dans des
conditions d'éclairement constantes (L : O = 14 : 10) a 22 + 2°C,

2°%)

3°%)

Afin de vérifier le parallélisme des courbes concernant les
dosages des gonadotrophines dans les sérums, des cobayes ont été injectés

de LRF ou castrés.

Une étude de 1'évolution des taux des gonadotrophines sériques

au cours du cycle oestral a ensuite été effectuée.

Les animaux sont sacrifiés par décapitation ; leur sang, récolté
individuellement, est laissé pendant un temps minimum de 30 mn & 4°C pour
que la coagulation s'effectue. Aprés centrifugation le sérum est prélevé

et conservé a - 20°C jusqu'au moment du dosage.

Injection de LRF

100 yg de LRF synthétique (HOECHST Frankfurt) ont &té adminis-
trés par injection intrapéritonéale A des cobayes mdles de 350 g. Les ani-
maux ont été sacrifiés i des temps variant de 30 mn &4 2 h 30 aprés 1l'in-
jection. Les dosages radio-immunologiques de LH, FSH et testostérone ont

8té effectués sur les sérums i différentes dilutioms.

Castration

Des cobayes miles de 450 g ont été castrés bilatéralement aprés
anesthésie par injection intrapéritonéale de 0,85 ml d'uréthane a 20 p.100
et de 0,15 ml de Nembutal & 5 p.100. Les animaux ont été sacrifiés dans

des délais variant de 24 heures a 97 jours aprés la castration.

Cycle oestral

Les transformations que subissent la muqueuse vaginale et les
ovaires au cours des différentes phases du cycle oestral chez le cobaye

ont été décrites précédemment avec précision par LEONARDELLI 1961 a, b, 1962.
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Notre étude a porté sur deux séries de respectivement 60 et
123 femelles d'environ 700 g qui ont été suivies dans un premier temps par la
méthode des frottis vaginaux afin de choisir le moment du sacrifice. Les frottis,
préalablement fixés par un mélange alcool/éther (1 v : 1 v) sont colorés de la

facon suivante

- alcool 70° (plonger 10 fois)

~ eau distillée (plonger 10 fois)

- Hématoxyline au sulfate de zinc de PAPAMILTIADES (3 minutes)
- eau courante (ringage attentif)

— eau distillée (plonger 10 fois)

- alcool 70° (plonger 10 fois)

- alcool 95° (plonger 10 fois)

- Sglution de SHOOR "STIII" de composition :

alcool a 50° 100 ml
Biebrich Ecarlate hydrosoluble 0,5 g
Orangé G 0,25 g
Fast green FCF : 0,075 g
Acide phosphotungstique 0,5 g
Acide phosphomolybdique 0,5 g
Acide acétique glacial I ml

Coloration pendant 4 & 6 minutes.
- alcool a 95° (plonger 10 fois)
~ alcool absolu I (plonger 10 fois)
- alcool absolu II (plonger 10 fois)

- toluéne (30 secondes).

Le montage des lamelles s'effectue ensuite a 1'Eukitt.

L'observation au microscope montre schématiquement les images
suivantes : en prooestrus 1, de petites cellules épithéliales & rapport nucléo-
plasmatique €levé et 3 cytoplasme basophile ; en prooestrus II, de grandes cel-
lules basophiles, muqueuses, a4 noyau le plus souvent pycnotique ; en oestrus pré-
ovulatoire apparaissent des cellules &osinophiles & noyau pycnotique provenant
de la desquamation de la couche kératinisée ; en oestrus post-ovulatoire, ces
cellules sont plissées et s'agglutinent formant des '"placards" ; en postoestrus I
réapparaissent des cellules basophiles qui sont de deux types : des petites baso-

philes provenant des couches profondes mais surtout des grandes basophiles mu-

queuses provenant de la desquamation de 1'endocol qui s'effectue plus tardivement
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que celle du vagin ; on observe également de nombreux polynucléaires ; en post-—
oestrus II, les cellules éosinophiles ont totalement disparu, tandis que les

polynucléaires envahissent les cellules basophiles.

Le premier jour d'ouverture vaginale s'effectue assez tardive-
ment chez nos cobayes : frottis de fin de prooestrus (1l'épithélium vaginal mon—
trera le plus souvent déja un début de kératinisation) ; ce jour est appelé

jour I du cycle.

Les frottis vaginaux ne permettent en fait d'établir qu'une
chronologie approximative aussi, pour déterminer avec précision le moment exact
du sacrifice, il est nécessaire de prélever les deux ovaires et le vagin de

chaque animal et d'en effectuer 1'examen histologique.

Les organes sont fixés 3 3 4 jours dans un mélange de BOUIN-
HOLLANDE (1918) sans acide acétique :
acide picrique 4 g

acétate de cuivre 2,5 g

HZO 100 ml
formol neutre 10 ml
sublimé (solution aqueuse ajoutés extemporanément
saturée de HgClz) 10 ml

Les pléces sont ensuite déshydratées pendant 24 heures dans
1'alcool a 95° (2 bains) puis a nouveau 24 heures dans 1l'alcool absolu (3 bains).
L'alcool est éliminé par 3 passages successifs de 20 mn dans des flacons de toluéne,
Les piéces sont alors imprégnées par de la paraffine maintenue d 55°C dans une
étuve (ler bain : 2 heures ; 2&me bain : 4 heures) avant d'€tre incluses., Les
blocs refroidis sont coupés au microtome en coupes de 10 microns d'épaisseur., Une

coupe sur dix sera retenue, &talée et collée sur lame par de l'eau albumineuse.

Le déparaffinage et la coloration de MASSON s'effectuent de 1la

fagon suivante :

déparaffinage et réhydratation :

e B e o e s e s i S o e e e K e e s e o e

- toluéne : 3 bains de 15 mn
- alcool 95° : 3 bains de 5 mn
- alcool 70° iodé : 5 mn (élimination des cristaux de mercure)

- alcool 70° : 5 mn
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- ringage 3 1'eau courante jusqu'a blanchissement des coupes

-~ ringage 3 l'eau distillée.

coloration :

- Hématoxyline de GROAT : 15 mn
Alun de fer 2 g

H20 100 ml

HZSO4 1,6 ml
alcool 95° 100 ml
Hématoxyline = 1 g

- lavage 3 l'eau courante : 5 mn

- HZO ammoniaquée (2 p. 100) : passage rapide

~ Fuchsine Ponceau : 3 mn

Ponceau S 2 g
Fuchsine acide 1 g
H20 300 ml

Acide acétique 2 ml
~ Acide phosphomolybdique (2 p. 100) : passage rapide
~ Orangé G : 5 mn

Orangé G 8 g

H20 400 ml

Acide phosphomolybdique 16 g
- H20 acétifiée (1 p. 100) : passage rapide
- Vert FCF : 2 mn

Vert solide FCF 2 g

H20 200 ml

Acide acétique 1 ml
- HZO acétifiée (1 p. 100) : passage rapide
- Alcool absolu : 2 bains de 5 mn

- Toluéne : 2 bains de 5 mn.

Les lamelles sont mont@es i 1'Eukitt. Aprés séchage & 1'étuve,

1'observation microscopique peut étre effectuée.

Lors du prooestrus I, on observe une prolifération des cellules

de 1'épithélium malpighien de la muqueuse vaginale. Le prooestrus II est marqué

par un développement de la couche muqueuse superficielle ; il y a également une

prolifération accentuée des cellules de 1'épithélium malpighien formant des replis



qui soulévent l'assise muqueuse. Cet épithélium a atteint sa hauteur maximale

d'environ 200 microns. Le début de l'oestrus est marqué par la kératinisation de

la couche moyenne de 1'épithélium vaginal. Durant l'oestrus vont s'effectuer suc-

cessivement : la desquamation de la couche muqueuse, la dissociation puis la des—
quamation de la couche kératinisée et enfin 1l'exfoliation des cellules précornées
sous—jacentes (l'ovulation ayant lieu lors du décollement de 1la couche kératini-

sée). Lors du postoestrus I, 1'épithélium, réduit 3 une épaisseur de 50 microns,

est envahi par des polynucléaires. Parallélement, dans les coupes d'ovaires, nous
observons des corps progestatifs 4 cavité centrale importante sans organisation

fibroblastique et & paroi mince. Au postoestrus II, la cavité centrale des corps

progestatifs est envahie par des fibrocytes et la couche glandulaire est épaissie

1'épithélium vaginal atteint son minimum d'épaisseur (i5 3 20 microns), par ex-—

foliation du corps muqueux de Malpighi. La fin du postoestrus est marquée par 1'ap-

parition d'une couche muqueuse superficielle 3 plages discontinues. C'est a ce

moment que se ferme la membrane vaginale,
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Les singes écureuils (Saimiri sciureus) nous ont &té& procurés
par Primate Imports Corporation (New York, U.S.A.) via Charles~River-France.
Ces animaux ont &té gardés a4 24 + 2°C avec un éclairage programmé (L : 0 =
12 : 12),

Le sacrifice a eu lieu par décapitation, le plus souvent vers

17 heures, généralement entre les mois de mars & juin,

1%) Le parallélisme des courbes concernant les dosages des gonado-
trophines sériques a été vérifié sur des sérums (3 différentes dilutions)

de singes écureuils md3les qui avaient regu une injection de LRF synthé-

tique (sacrifiés 1 h 30 aprés l'injection), ou qui avaient &té castrés

(sacrifiés 15 jours aprés la castration).

2°) Cycle oestral :

L'étude concernant les variations des taux sériques de gonado-
trophines et de progestérone a &té effectuée sur 75 femelles adultes
jeunes, d'environ 500 g. Les variations du LRF hypothalamique chez ces
animaux ont é&té 8tudiées simultanément, soit par dosages radio—immunolo-
giques (étude qui porte sur 25 animaux), soit par des observations en

immunof luorescence (BARRY et CROIX 1978, BARRY 1979 b).

Le cycle oestral du singe &cureuil aurait, aux derniéres esti-
mations, une durée moyenne de huit jours (WILSON 1977) en accord avec les
évaluations précédentes de ROSENBLUM 1968, HUTCHINSON 1970, O'CONNOR et
WOLF 1971, TRAVIS et HOLMES 1974,

Nous nous sommes basé sur ces données et sur 1'examen histo—-
logique des coupes sériées des ovaires (taille et état des follicules)
pour établir les graphiques : phase folliculaire précoce (follicules de
diamétres inférieurs 3 2 mm), phase folliculaire moyenne (follicules de
diamétres compris entre 2 et 3 mm), phase folliculaire tardive (diamétres
supérieurs 4 3 mm jusqu'aux follicules ovulatoires), phase lutéale (pré-
sence de corps progestatifs résultant de la lutéinisation de follicules
rompus). |

Nous avons appelé& jour 1 le jour de 1'ovulation.
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RESULTATS
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I - DOSAGES RADTO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES

A - Etablissement des courbes de références

1) Expression des résultats :

Les modifications du pourcentage d'hormone marquée fixée aux
anticorps sous l'influence d'addition d'hormone froide sont exprimées
par le rapport :

B
-E‘O—-XIOO

dans lequel BO est la radioactivité 1liée aux anticorps en 1'absence

de toute hormone froide et B la radioactivité liée en présence de x ng
d'hormone froide.

Ceci est couramment représenté sur un graphique dont l'une des échelles
est logarithmique, ce qui permet l'obtention d'une portion de courbe

pratiquement linéaire.

2) Antisérum :

En 1'absence de toute hormone froide, l'antigérum anti FSH de
rat, utilisé a la dilution de 1/3500, fixe 25 & 32 p. 100 de la

L 11125,

FSH de rat marquée & ; 1'antisérum anti LH de rat, a la dilu-

tion de 1/150 000, fixe 32 p. 100 de la LH de rat marquée.

b) Systémes hétérologues :

En 1'absence d'hormone froide, 1'antis@rum anti FSH ovine fixe
10 4 13 p. 100 de la FSH de rat marquée & 1']251 lorsqu'il est uti-
lisé 3 la dilution de 1/8000 et 19 3 24 p. 100, 3 la dilution de

1/4000.,

Le premier antisérum anti FSH humaine que nous avons utilisé
en fixe 11 p. 100 & la dilution de 1/20 000 ; le second (Calbiochem)
en fixe 30 p. 100 & la dilution de 1/2000.

L'antisérum anti LH ovine peut fixer 26 a 38 p. 100 de la LH

125

de rat marquée 3 1' I lorsqu'il est utilisé 3 la dilution de

1/32 000 et 50 p. 100 & la dilution de ][24 000.
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Nous n'avons obtenu aucune fixation de la LH de rat ou de la
LH ovine sur l'antisérum anti HLH de Calbiochemj nous n'avons obtenu
qu'une trés faible fixation de ces hormones (6 p. 100) sur 1l'antisérum

anti HLH fourni par le C.E.A.

Ces antisérums anti LH humaine semblent donc trés spécifiques

de 1'espéce.

c) Systémes homologues humains :

L'antisérum anti FSH humaine de Calbiochem, & la dilution de
1/2000, fixe 36 a 44 p. 100 de la FSH humaine marquée.

L'antisérum anti LH humaine de Calbiochem, 4 la dilution de
1/4000, fixe 50 p. 100 de la LH humaine marquée, celui de 1'Institut
Pasteur, a2 la méme dilution, en fixe 26 p. 100, tandis que celui fourni

par le C.E.A, en fixe 35 p. 100.

Méthode du calcul du coefficient de variation, soit :
- la moyenne X : somme des valeurs X divisée par le nombre n de valeurs
(estimation de la moyenne u théorique)
X =1 X/n

- X ¢ écart d'une valeur & la moyenne

X - i = X
- la variance 52 (estimation de la variance 02 théorique)
SZ _Z x2
" n - 1 (nombre de degrés de liberté)

- 1'écart-type ou déviation standard S (estimation de o)

s = \s2

- le coefficient de variation V

vV = 100 s p. 100

X

Les coefficients de variations intrasystémes, c'est—ad-dire ceux
qui concernent la répétition du dosage d'un méme échantillon en utilisant
la méme hormone marquée et le méme anticorps, se situent entre 1,3 et 4,2
p. 100 pour les dosages concernant les cobayes ; avec des valeurs moyennes
de 2,9 p. 100 pour le dosage de FSH et de 2,65 p. 100 pour celui de LH, ce

qui représente une trés bonne reproductibilité.
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Pour les dosages de FSH et de LH des singes, ces coefficients
se situent entre 0,7 et 4,8 p. 100 avec des valeurs moyennes de 3,3 et

3,4 p. 100, respectivement.

Les coefficients de variations intersystémes sont nettement
plus élevés, pour cette raison, tous les échantillons concernent la méme
expérience et devant &tre comparés les uns aux autres sont introduits dans
un méme dosage.

Sensibilité :

g . e e e e s

La sensibilité des dosages sera définie par la plus petite quan-
tité d'hormone froide pouvant induire une diminution statistiquement signi-
ficative du pourcentage de l'hormone marquée fixée aux anticorps (FELDMAN

et ROBBARD 1971, MIDGLEY et coll., 1969).

Le calcul statistique pour comparer deux séries de mesures A et

B est effectué suivant la méthode du test t de Student-Fisher avec :

2 2
52 ] (nA - 1) S A + (nB - 1) s B
n, + n - 2 (nombre de degrés de liberté)
) n, n
- = A B
ett—(XA—xB) 82( A
"A T U

La diminution est dite "significative' si la probabilité pour

que B soit identique 34 A n'est pas supérieure 3@ 5 p. 100 (P < 0,05).

La sensibilité ainsi définie est de l'ordre de 0,95 ng de NIAMD
rat FSH RP1 pour le dosage de la FSH et de 0,22 ng de NIAMD rat LH RP] pour
le dosage de la LH, dans les systémes hétérologues utilis@s pour les

cobayes.

Ces valeurs correspondent a4 des diminutions de 5 a 10 p. 100,

suivant les dosages, de la radioactivité fixée & l'anticorps.

La sensibilité est de l'ordre de 0,1 & 0,2 mUI de FSH et de
0,05 3 0,2 mUI de LH, suivant les dosages, dans les systémes homologues

humains utilisés pour 'les singes écureuils.
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B ~ Obtention de systémes permettant les dosages radio-immunologiques des gonado-

trophines de cobaye et de singe Ecureuil

" b)

e e et e e s

L'addition d'extrait acétonique hypophysaire de cobaye, méme
en quantités trés élevées (5 ug), ou de singe (jusqu'd 200 pg), ne pro-

voque pas de décroissance de la radioactivité fixée aux anticorps.

L'antisérum anti FSH de rat posséde une affinité trés grande
pour la FSH marquée de rat et les FSH de cobaye et de singe contenues
dans les extraits tissulaires ne provoquent pas de compétition pour se
fixer 4 ces anticorps. Ce systéme est donc inutilisable pour le dosage

de la FSH de cobaye ou de singe,

- w— - - - -

o. comprenant de la FSH marquée de rat et des antisérums anti FSH ovine :
systéme mis au point pour le dosage de la FSH de rat par HENDRICK et
coll. 1971.

Deux antisérums anti FSH ovine contenant des anticorps capables
de se lier aux FSH de différents mammiféres ont &té utilisés. Un seul
a donné des résultats satisfaisants pour le dosage de la FSH de co-
baye. L'addition d'extrait acétonique hypophysaire de cobaye provoque
alors une décroissance de la radioactivité fix&e aux anticorps et la
courbe de décroissance obtenue est paralléle 34 celle obtenue par ad-
dition d'hormone de référence de rat (Fig. n° 5, p. 73) ; ceci indi-
que que la réaction croisée entre la FSH de cobaye et 1l'extrait hypo-
physaire et 1la FSH de rat est compléte. Les résultats des dosages
peuvent donc €tre exprimés en unités pondérales des préparations
standards. L'extrait antéhypophysaire de cobayes agés de 10 a 30
jours contient le plus souvent |'équivalent de 10 pg de NIAMD rat FSH
RP]/mg. Chez certains jeunes il est possible de trouver une activité

immunologique atteignant 25 ug de NIAMD rat FSH RP]/mg.

Les préparations partiellement purifiées de FSH de cobaye

(CFSH DEl

et CFSH A3) ont été dosées dans ce systéme (Tableau V,p. 74) ;



RFSH"
Ac anti FSHovine 1/1000

—e NIAMD rat FSHRP,

®--8 CFSH A

o0—o CFSH OE,

a—a Extrait préhypophysaire
cobaye (poudre acétonique)

X~ ~X CLMB2

L—— .| i ] 1 1

1 1 1 I 1 i
ing 25 5 10 25 S0 100 250 500 Tyg 10 ¢

hormone froide

Figure n’ 5 : Déplacement de la RFSHX fix&e aux anticorps anti FSH ovine, par
la RFSH non marquée et par les extraits antéhypophysaires de
cobaye. Les fractions riches en FSH de cobaye inhibent complétement
la fixation de la RFSHX aux anticorps anti FSH ovine. La fraction

LH n'inhibe cette réaction que pour des concentrations élevées.
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elles diminuent la radioactivité fixée aux anticorps en présentant une
courbe de décroissance dont la pente est également identique i celle

de la courbe de référence de rat (Fig n° 5, p. 73) ; la radioactivité
restant fixée quelle que soit la quantité de produit ajoutée, a la méme
valeur que la radioactivité résiduelle de la courbe obtenue par addition
de FSH de rat non marquée. La réaction croisée est donc compléte. L'ac-
tivité immunologique de ces préparations reste cependant inférieure a
celle de ['hormone de référence ; ces fractions ne réagissent pas

(CFSH DE]) ou ne réagissent qu'ad des concentrations trés élevées

(CFSH A3) dans le systéme de dosage de LH ; le rapport des quantités

de CFSH A3 entralnant une réduction de 50 p. 100 de la fixation de 1la
LH marquée aux anticorps anti LH et de la FSH marquée aux anticorps anti

FSH est de 10.

Les courbes obtenues & partir de dilutions de sérums de cobayes
(males et femelles impubéeres et adultes) sont paralléles a& celles obte-
nues a partir des extraits hypophysaires (Fig. n° 6, p. 76). Il y a
donc analogie immunologique entre la FSH hypophysaire et la FSH sérique

du cobaye. 11 est possible de détecter 4,3 ng de FSH/ml,

Dans ce systéme, nous avons également obtenu une réaction immu-
nologique croisée compléte avec un extrait hypophysaire de canard
(CROIX et coll. 1974).

Mais, alors que la FSH humaine provoque également une compéti-
tion,les sous—unitésd® de 1'HCG humaine et B de la FSH humaine n'entraf-
nent aucune inhibition de 1la fixation de la FSH marquée de rat aux

anticorps anti FSH ovine (Fig. n° 7, p. 77).

Aucune inhibition n'est également obtenue par 1'addition d'ex-
traits préhypophysaires de singe (de 100 ng & 200 ug). La FSH sérique
de singe, dont les quelques sites pouvant réagir avec l'antisérum anti
OFSH sont probablement plus accessibles que ceux de la FSH des extraits
tissulaires, présente une réaction croisée trés partielle ; ainsi la
dilution d'un échantillon de sé&rum, qui devrait provoquer une inhibition
de 25 p. 100 de la radioactivité fixée aux anticorps, ne provoque-t-elle

qu'une inhibition de 16 p. 100 de cette fixatiom.
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Inhibition compléte de la fixation de la FSH marquée de rat

aux anticorps anti FSH ovine par la FSH de rat, de porc, de
mouton et de canard.

Les sous—unités o de HCG et B de FSH n'entralnent aucune inhibi-
tion. La LH ovine inhibe cette rdaction pour des quantités

importantes cn raison de sa contamination par la FSH.
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La LH ovine, utilisée comme contrdle, n'entralne une inhibition
de la réaction que pour des quantités importantes, ceci en raison de

sa contamination par la FSH.

Nous avons donc choisi d'utiliser ce systéme pour doser la FSH

de cobaye mais il ne convient pas pour le dosage de la FSH de singe.
comprenant de la FSH marquée de rat et des antisérums anti FSH humaine :

Dans ces systémes, la FSH contenue dans les extraits préhypo-
physaires de cobaye présente une réaction croisée compléte : la courbe
de décroissance de la radioactivité fixée aux anticorps obtenue par
1'addition d'extrait est paralléle 3 celle obtenue par l'addition d'hor-
mone de référence de rat et ceci jusqu'ad inhibition totale de la fixa-

tion de cette hormone marquée (Fig. n° 8,p. 79).

La FSH contenue dans les extraits préhypophysaires de singe
provoque une compétition qui semble correcte jusqu'a addition d'environ
400 ng d'extrait (soit jusqu'a une inhibition de 33 p. 100 de la fixa-
tion de la FSH marquée aux anticorps anti HFSH) ; au-deld, la pente de
la courbe change, la réaction croisée est trés limitée, cecl probable-
ment en raison du fait qu'il doit exister une population de sites de
1'anticorps auxquels elle est incapable de se fixer ou pour lesquels
elle ne présente qu'une trés faible affinité ; de plus ceci peut encore
&tre aggravé par la présence d'une quantité trop importante de matériel
contaminant rendant 1'accés des sites réactionnels de la FSH plus dif-

ficile,

Dans les sérums, au contraire, 1'affinité de la FSH de singe
pour les anticorps anti HFSH semble plus grande que celle de la FSH de

rat et se rapproche de 1'affinité de 1la FSH humaine.

11 faut remarquer que le décrochage de la RFSH marquée des
anticorps anti HFSH s'effectue trés rapidement par addition de FSH
sérique de singe ou de HFSH (60 p. 100 entre 2 et 4 mUI) aussi, méme
en utilisant la courbe de HFSH comme référence, ce systéme ne convient
pas pour le dosage de la FSH sérique chez le singe (et notamment chez

les singes femelles dont les taux peuvent &tre élevés & certaines



Figure n° 8 : Déplacement de la RFSHx fixée aux anticorps anti HFSH par la
HFSH, la RFSH non marquée, les extraits préhypophysaires de

cobaye ou de singe et des sérums de singes progressivement dilués.
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périodes du cycle oestral, car il manquerait alors de sensibilité,

’

La courbe obtenue par 1'introduction d'extrait préhypophysaire
non purifié de cobaye est paralléle 3 la courbe de décroissance de la
radioactivité fixée aux anticorps anti HFSH obtenue par la compétition de
FSH froide humaine, ceci jusqu'ad addition d'approximativement 1,6 ug d'ex-
trait de cobaye (ce qui correspond & une inhibition de la fixation de
1'hormone marquée de 36 p. 100) ; la courbe ne dévie que trés lé&gérement
jusqu'a addition de 6 pg d'extrait (soit jusqu'd 60 p. 100 d'inhibition) ;
au—dela la divergence est nctte (Fig. n° 9, p. 81).

La FSH de cobaye posséde donc un nombre assez important de
sites capables de réagir avec les anticorps anti HFSH, ce qui explique
la compétition compléte qu’elle joue dans la réaction jusqu'id 36 p. 100
d'inhibition de la fixation de 1'hormone marquée. Pour les sites restants
de 1'anticorps, il est probable qu'elle ne posséde qu'une affinité trés

faible par rapport 3 celle de la HFSH.

La pente de la courbe obtenue par 1'introduction d'extrait pré-
hypophysaire de singe est relativement peu €loignée de celle de la courbe
de référence humaine jusqu'a addition de 0,4 & 1,6 pg d'extrait (soit une
inhibition de 32 a3 50 p. 100 de la fixation) ; au-deld, la pente est net-

tement plus faible (Fig. n° 9, p. 81).

Bien que la FSH hypophysaire de singe &cureuil posséde probable-
ment un nombre beaucoup moins élevé de sites avides ou capables de réagir
avec les anticorps anti FSH humaine que la FSH humaine elle-méme, les
courbes obtenues a partir des dilutions des sérums de singes sont paral-
léles 4 la courbe de référence humaine et ceci jusqu'd provoquer une inhi-
bition de la fixation de la HFSH marquée 3 1'antisérum anti HFSH d'au mini-
mum 67 p. 100 (ce qui dépasse largement les taux d'inhibition que peuvent
provoquer les adsorptions aspécifiques que présentent parfois certains
sérums) .Ceci confirme 1'identité d'immunoré&activité que nous avions déja
trouvée (b 8 , p. 78), entre la FSH humaine et la FSH sérique du singe

écureuil.

I1 est possible de détecter | mUI/ml de FSH.



Figure n° 9 : Déplacement de la HFSH* fixée aux anticorps anti HFSH par la HFSH
non marquée, la RFSH, la HLH, les extraits préhypophysaires de

cobaye ou de singe et des sérums de singes progressivement dilués.
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Ce systéme semble donc donner de trés bons résultats pour le

dosage de la FSH sérique chez le singe écureuil.

I1 faut noter que la FSH de rat (NIAMD rat FSH RPI) posséde
une affinité moins grande pour les anticorps anti HFSH que la FSH sérique
de singe (confirmant ce que nous avions constaté b B), ce qui se traduit
par une compétition incompléte dans la réaction, visible dés 1l'addition
de plus de 3 ng de RFSH (soit au-delda de 15 p. 100 d'inhibition de 1la

fixation de 1l'hormone marguée).

La HLH n'entraine une inhibition de la réaction que pour des
quantités trd&s importantes (650 fois celle de la HFSH) ceci en raison de

sa contamination par la FSH.

2) Dosage de la LH

b)

L'addition d'extrait hypophysaire de cobaye ne provoque une
décroissance significative de la radioactivité fixée aux anticorps que
pour des valeurs &levées (Fig. n° 10, p. 83); en effet la pente de la
courbe est différente de celle obtenue par 1'addition de LH de rat froide,
montrant ainsi une affinité nettement moins grande de cet antisérum pour

la LH de cobaye que pour la LH de rat.

L'addition d'extrait hypophysaire de singe (jusqu'ad 200 ug) est
sans effet sur la réaction.

Nous ne retiendrons donc pas ce systéme de dosage.

Comprenant de la LH marquée de rat et des antisérums anti LH
ovine : systémes mis au point par NISWENDER et coll. 1968 a-b, pour le
dosage de la LH chez différents mammiféres (bovins, porcins, rats).

Chez le cobaye, des essais ont été effectués avec cing anti-
sérums différents. Quatre d'entre eux ont €té utilisés avec succeés met-—
tant en évidence une réaction croisée compléte entre la LH de rat et la
LH de cobaye contenue dans 1l'extrait hypophysaire (Fig. n° 11, p. 84).

Cet extrait contient l'équivalent de 60 ug de NIAMD rat LH RPl/mg. Nous
n'avons cependant retenu qu'un seul antisérum afin d'effectuer les dosages

ultérieurs dans des conditions reproductibles.
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Figure n° 10 : Déplacement de la RLH%x fixée aux anticorps

anti LH de rat par la RLH non marquée, par
la LH ovine et par l'extrait antéhypophy=-

saire de cobaye non purifié.
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Figure n° 11

.
.
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Déplacement de la RLH%x fixée aux anticorps anti LH ovine

par la RLH non marquée et par les extraits antéhypophysaires
de cobaye. La fraction riche en LH de cobaye inhibe compléte-
ment la fixation de la RLH%* aux anticorps anti LH ovine. A
des concentrations importantes, 1'une des fractions enrichies
en FSH inhibe également cette réaction en raison de sa conta-

mination en LH.
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La fraction purifiée LH B2 de cobaye, dosée dans ce systéme,
est plus immunoréactive que la préparation de référence NIAMD rat LH RP]'
Cette fraction ne réagit dans le systéme de dosage de FSH qu'd des con~
centrations trés élevées. En effet, le rapport des quantités de CLHB2
entrainant une réduction de 30 p. 100 de la fixation de la FSH marquée

aux anticorps anti LH est de 1236.

Les courbes obtenues 3 partir de dilutions de sérums de cobayes
(m3les et femelles impubéres et adultes) sont paralléles & celles obtenues
i partir des extraits hypophysaires (Fig. n® 12, p. 86). Il y a donc iden-
tité entre la LH hypophysaire et la LH sérique du cobaye. I1 est possible
de détecter 1,1 ng/ml de LH.

Dans ce systéme, l'extrait préhypophysaire de singe non purifié
parvient 3 provoquer une compétition lorsque des quantités importantes sont
ajoutées (1 & 100 pg). Ainsi 1'addition de 100 ug d'extrait est nécessaire
pour obtenir une inhibition de la fixation de 1l'hormone marquée de 1'ordre

de 38 p. 100 (Fig. n° 13, p. 87).

De méme, 1l'addition de LH sérique ne provoque une inhibition
que lorsque les sérums sont riches en LH (taux supérieurs a 12 mUI/ml) ;
lorsque les sérums sont moins riches en LH, aucune compétition ne se pro-

duit.

Il semble donc y avoir un seuil minimal élevé de la concentra-
tion en LH de singe pour que celle—ci puisse jouer un rdle dans la réaction
ce systéme manque donc énormément de sensibilité et provoque une sous-—éva-
luation importante de la valeur en LH des extraits et sérums des singes ;
néanmoins, il traduit la possibilité d'une certaine affinité de la LH de
singe écureuil pour un antisérum anti LH ovine ; aussi des essais avec
d'autres antisérums anti OLH pourraient peut—&tre apporter de meilleurs

résultats.

On peut noter que l'extrait hypophysaire de canard ne présente
q ypophny

aucune réaction croisée dans ce systéme.

c¢) Systémes homologues humains :

Des essais ont été effectués sur trois antisérums différents.

'y
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Figure n° 13 : Déplacement de la RLH® fixée aux anticorps anti OLH par la RLH

non marquée, les extraits préhypophysaires de cobaye ou de singe

et un sérum de singe a différentes dilutions.
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L'addition d'extrait hypophysaire de cobaye (jusqu'd 25 ug) ou
de singe (jusqu'a 200 ug) ne provoque aucune inhibition de la fixation de
la HLH marquée aux antisérums anti HLH provenant de Calbiochem ou de
1'Institut Pasteur. Ces antisérums possédent probablement une tré&s grande
spécificité d'espéce. Le troisiéme antisérum, fourni par le C.E.A., a pu
étre utilisé avec succés ; en effet, dans ce systéme, 1'addition de LH
hypophysaire de singe présente une réaction de compétition qui, bien qu'in-
compléte, provoque 40 a 64 p. 100 d'inhibition lorsque l'on ajoute 50 ug
d'extrait non purifié (Fig. n° 14 p. 89).

Les courbes obtenues & partir des dilutions des sérums de
singes sont paralléles 3 la courbe de référence humaine (et ceci quelle
que soit la concentration en LH du sérum), montrant une identité de réac-
tion de la LH sérique de singe et de la HLH avec l'antisérum anti HLH.

11 est possible de détecter 0,5 mUI/ml de LH.

Ce systéme semble donner de tré&s bons résultats pour le dosage
de 1la LH sérique chez le singe écureuil, c'est donc celui que nous avons

adopté.

On peut remarquer que la LH de rat (NIAMD rat LH RP]) ne pré-
sente qu'une réaction croisée trés partielle dans ce systéme, confirmant

son manque d'affinité pour l'antisérum anti HLH.

La HFSH entraine une inhibition de la réaction pour des quan-
tités équivalentes 3 18 fois celles de la LH, ceci en raison de sa conta-

mination par la LH.



Figure n° 14 : Déplacement de la HLHx fixée aux anticorps anti HLH par la HLH

non marquée, la RLH, la HFSH, un extrait préhypophysaire de singe

et des sérums de singes progressivement dilués.
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II - DOSAGES RADIQ-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU 17 8 OESTRADIOL

A - Dosage de la progestérone

La progestérone est extraite du sérum par 1'hexane avec un

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

La concentration de 1'échantillon est calcul&e, par comparaison

a la courbe standard, de la fagon suivante

nombre de pg de volume de solvant

progestérone lus d'extraction 1 1

sur la courbe X X X e— =
standard corres- volume d'extrait volume de sérum YF
pondant au nombre introduit dans le utilisé pour

de cpm. dosage. 1'extraction

X pg de progestérone/ml de sérum
par exemple, dans nos dosages chez les cobayes normaux

3 1 _
XXTX-(-)"’-TX——-——ng/ml

1

0,8

L'interférence avec la 17 o~hydroxyprogestérone n'est que de
4 p. 100. Les interférences des autres stéroides sont trés faibles. Les
coefficients de variations intrasystémes sont de 1l'ordre de 4 p. 100, La
fixation de la progestérone tritiée & 1'antisérum, en 1'absence de toute
hormone froide, est de 32 p. 100. Des quantités de 5 3 400 pg de progesté—
rone peuvent étre déterminées avec précision par cette méthode ; on choi-
sit donc les volumes de sérum utilisés pour l'extraction et les volumes
d'extraits introduits dans le dosage en fonction des concentrations
présumées en progestérone de ces sérums, ceci de maniére A obtenir une
radiocactivité correspondant 4 des valeurs de 5 & 400 pg de la courbe

standard.



B — Dosage de l'oestradiol

L'oestradiol est extrait des sérums par 1'éthyl-éther avec
un rendement voisin de 100 p. 100 (YF = 1), Les interférences des autres
stéroides (oestrone, oestriol) sont de 1'ordre de 1 p. 100 et peuvent

etre négligées,

Le calcul de la concentration de 1'échantillon par rapport i
la courbe standard s'effectue de la méme fagon que celui décrit pour le

dosage de la progestérone, soit, dans nos dosages :

x pg d'oestradiol
lus sur la courbe x
standard

1 . . _
5 X G X 7 X pg d'oestradiol/ml de sé&rum,

Les coefficients de variations intrasystémes sont de l'ordre
de 3,6 a 4 p. 100, L'oestradiol tritié se fixe & 1'antisérum, en 1'ab-
sence d'hormone froide, & raison de 37 a 45 p. 100. Des quantités de 5
4 400 pg d'oestradiol peuvent &tre déterminées avec précision. Les volumes
de sérums utilisés pour les dosages sont choisis, comme pour la progesté-

rone, en fonction de 1'état physiologique des animaux.
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III -~ DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE DU LRF

L'antisérum anti LRF, utilisé 4 la dilution finale de 1/32000,
permet, dans nos dosages, la fixation de 35 p. 100 du LRF marqué. Cette fixa-
tion est plus faible que celle obtenue avec le méme antisérum par CARATY et
coll, 1980 (50 p. 100 a la dilution finale de 1/150.000), ce qui donne &
leurs dosages une sensibilité qui atteint 0,4 pg alors que, dans nos dosages,

la sensibilité est de 1l'ordre de 2 3 3 pg.

Cette différence s'explique par le fait que la purification de
leur hormone marquée comporte une &tape supplémentaire (€lectrophorése en gel
de polyacrylamide), éliminant pratiquement complé&tement le LRF non marqué,
probablement principal facteur limitant (aprés l'affinité de l'antisérum pour

1'hormone) pour la sensibilité du dosage.

Bien que nous ayons déja diminué les quantités d'agent oxydant
et d']25 INa par rapport 4 NETT et ADAMS 1977, celles que nous utilisons
restent cependant plus grandes que celles utilisées par CARATY et coll. (1980),
aussi 1'hormone marquée que nous obtenons contient, au départ, moins de LRF
froid, mais il n'est cependant pas éliminé complétement lors de la chromato-
graphie ; elle contient, en outre, du LRF diiodé qui n'est probablement pas
non plus éliminé totalement (mais si ce dernier - encore faudrait-il qu'il
soit largement contaminant - peut entralner une légére surestimation des va-

leurs lors des dosages dans les extraits tissulaires ou les sérums, il ne

semble pas diminuer la sensibilité du dosage : NETT et ADAMS, 1977).

Bien que moins performante, nous avons donc cependant opté pour
cette méthode car elle est plus rapide et permet, néanmoins, l'obtention de

résultats trés .corrects pour le dosage du LRF dans les extraits tissulaires.

B < . c
Les courbes 50 X 100 correspondant 3 1'addition de quantités
croissantes de LRF non marqué et d'extraits tissulaires sont tracées. Elles
sont parfaitement paralléles et cecl aussi bien pour les extraits contenant

beaucoup de LRF que pour ceux qui en contiennent moins (Fig. n°® 15, p. 93).

Le coefficient de variation intrasystéme concernant les mesures

du LRF dans les extraits tissulaires 3 différentes dilutions, a une valeur



tigure n® 15 : Déplacement du LRF* fixé aux anticorps anti LRF par du LRF non

marqué et des extraits hypothalamiques de cobayes.
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moyenne de 3,4 p. 100. Tous les échantillons concernant la méme expérience
ont été introduits dans un méme dosage, afin d'éliminer le coefficient de

variation intersystéme qui est de 5 &3 8 p. 100,
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IV - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE L'ACTH ET DU CORTISOL

A) Dosage de 1'ACTH

B . .
La courbe 50 x 100 en fonction du taux d'ACTH standard intro-—
duit est tracée, Les taux d'ACTH contenus dans les échantillons de plasma

sont lus sur cette courbe en pg CIS/ml.

La correspondance avec la préparation de référence MRC 74/555

est telle que :
1 pg MRC = 3,0 + 0,3 pg CIS

Le B 1-24 (synacthéne) présente une réaction croisée de 100 p.
100 dans ce dosage ; le fragment 1-16, de 3 p. 100 ; le fragment 11-24,
de 1,5 p. 100 ; la B-endorphine, de 1 p. 100 ; les interférences de la
LPH, de la MSH, des frégments 1-10 et 25-39 sont négligeables.

En 1l'absence d'hormone froide, 1'antisérum se fixe & raison de
52 p. 100 3 1'ACTH marqué.
La sensibilité du dosage est de 10 + 4 pg/ml,

Le coefficient de variation intraessai a une valeur moyenne de

8 p. 100.



B) Dosage du cortisol

B . .
La courbe 50 * 100 en fonction du taux de cortisol standard
introduit est tracée. Les taux de cortisol contenus dans les échantillons

de sérums sont lus sur cette courbe en ng/ml.

La conversion dans le systéme d'unités internationales, c'est-a-

dire en nmoles/1 est effectuée

nmoles cortisol/1l = ng cortisol/ml x ;030
1000
. - 2

Certaines hormones stéroidiennes peuvent interférer dans ce
dosage en entrant en compétition avec le cortisol, principalement la corte-
xolone (20 p. 100), 8'il v a eu traitement a la métopyrone, la 17 a—hydro-
xyprogestérone (6,2 p. 100) et la progestérone (0,6 p. 100), élevées au
terme d'une grossesse ; la corticostérone (2,8 p. 100), la cortisone
(1,8 p. 100), la cortexone (1,1 p. 100) ; testostérone, déxaméthasone,
dihydrotestostérone, tétrahydrocortisol et cholestérol ne peuvent inter-

férer que pour moins de 1 p. 100,

La fixation du cortisol marqué 3 1'antisérum, en 1'absence de
toute hormone froide, est de 58 p. 100. La sensibilité du dosage est de
2,5 + 0,7 ng/ml, quantité de cortisol qui entraine une baisse de 5 p. 100
de la capacité de liaison initiale, Le coefficient moyen de variation
intraessai est de 3,2 p. 100 ; le coefficient de variation interessais

est de 1l'ordre de 10 p. 100,
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V - EXPRESSION DES RESULTATS CONCERNANT LES VARTIATIONS DES TAUX HORMONAUX
TLSSULAIRES ET SERIQUES ET RIPRESENTATION GRAPHIQUE

Dans le texte ou les tableaux, les valeurs sont le plus souvent

accompagnées de l'erreur standard de la moyenne

Sm S

(S.E.M.; Vo

On peut alors définir 1l'intervalle de confiance 3 5 p. 100 de
risque (P = 0,05), par la méthode de STUDENT-FISHER ; soit la valeur t 0,05
pour (n - 1) degrés de liberté (lue sur la table de FISHER et YATES, p. 98)
on assigne 4 la moyenne inconnue u, l'intervalle de confiance a SVp. 100 :

i + t X Sm.

La détermination du degré de signification des variations cons-
tatées (d'aprés la probabilité existant pour que deux mesures soient identi=
ques) est calculée suivant la méthode du test t de STUDENT-FISHER concernant
la comparaison de deux séries de mesures (décrite & propos du calcul de la
sengibilité des dosages, p.71 ). Une variation est dite significative si
P < 0,05.

Pour l'ensemble des résultats concernant le cycle ocestral chez
le cobaye, les courbes ont &té représentées avec l'amplitude maximale pour
chaque valeur : ceci nous a semblé &tre la représentation la plus apte, sur-
tout, 3 relater le caractére pulsatile que semblent avoir les sécrétions du
LRF et de 1'ACTH ; en effet, étant donné qu'il peut y avoir un léger décalage
physiologique entre des animaux sacrifiés en principe au méme moment du cycle,
ce type de sécrétion aurait risqué d'€tre davantage masqué par la représenta-

tion de la moyenne accompagnée de l'erreur standard.

Les courbes concernant le cycle oestral chez le singe €cureuil
ont, elles, &té tracées i 1l'aide des valeurs moyennes accompagnées de leur

erreur standard.



Table de t (d'aprés FISHER et YATES)
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D 0,90 0,50 { 0,30 |o0,20 |o,50 Jo,05 }o,02 }o,01 | 0,001
1 0,158 | 1,000 { 1,93 | 3,078 {6,314 {12,706 | 31,821 [63,657 636,619
2 0,142 | 0,816 | 1,386 | 1,886 |2,920 | 4,303 | 6,95 | 9,925 31,59
3 0,137 | 0,765 | 1,250 { 1,638 |2,353 | 3,182 | 4,541 | 5,841} 12,924
4 0,134 | 0,761 | 1,190 | 1,533 {2,132 | 2,776 3,747 4,604{ 8,610
5 0,132 | 0,727 § 1,156 | 1,476 |2,015 | 2,571) 3,365| 4,032 6,869
6 0,131 | 0,718 | 1,134 | 1,440 | 1,043 | 2,447) 3,143] 3,707] 5,959
7 0,130 { 0,711 { 1,119 | 1,415 1,89 | 2,365| 2,998 | 3,499} 5,408
8 0,130 | 0,706 | 1,108 | 1,397 | 1,860 { 2,306 | 2,89 | 3,355| 5,041
9 0,129 | 0,703 | 1,100 { 1,383 {1,833 | 2,262 2,821 3,250{ 4,781

10 0,129 | 0,700 { 1,093 | 1,372 {1,812 | 2,228 | 2,764{ 3,169] 4,587
1 0,129 | 0,697 | 1,088 | 1,363 | 1,7% | 2,200 2,718 3,106} 4,437
12 0,128 | 0,695 | 1,083 | 1,356 {1,782 | 2,179] 2,681 3,055| 4,318
13 0,128 | 0,69 | 1,079 { 1,350 | 1,771 | 2,160| 2,650 3,012) 4,221
14 0,128 | 0,692 | 1,076 | 1,345 | 1,761 | 2,145) 2,624) 2,977) . 4,140
15 0,128 | 0,691 { 1,074 | 1,341 | 1,753 | 2,131| 2,602 2,947 4,073
16 0,128 | 0,690 | 1,071 { 1,337 {1,746 | 2,120 2,583] 2,921| 4,015
17 0,128 | 0,689 | 1,069 | 1,333 { 1,740 | 2,110{ 2,567] 2,89 3,965
18 6,127 | 0,688 | 1,067 | 1,330 | 1,734 | 2,1001] 2,552| 2,878] 3,922
19 0,127 | 0,688 | 1,066 | 1,328 | 1,729 | 2,093} 2,539) 2,861} 3,883
20 0,127 | 0,687 | 1,064 | 1,325 11,725 | 2,086] 2,528] 2,845 3,850
21 0,127 { 0,686 | 1,063 | 1,323 | 1,721 | 2,080] 2,518 2,831] 3,819
22 0,127 { 0,686 { 1,061 | 1,321 { 1,717 | 2,074] 2,508] 2,819 3,7%
23 0,127 | 0,685 | 1,060 1,319 { 1,714 | 2,069 2,500 2,807] 3,767
24 0,127 | 0,685 1,059 1,318 | 1,711 | 2,064] 2,4%| 2,797] 3,745
25 0,127 | 0,684} 1,058 | 1,316 | 1,78 | 2,060] 2,485| 2,787] 3,725
26 0,127 | 0,684 ] 1,058 | 1,315 | 1,706 | 2,056 2,479] 2,779 3,707
27 0,127 1 ¢,684 | 1,057 | 1,316 | 1,703 | 2,052} 2,473] 2,771} 3,694
28 0,127 { 0,683 ] 1,056 | 1,313 | 1,701 | 2,048] 2,467 2,763] 3,674
29 0,127 0,683 | 1,055 | 1,311 | 1,699 | 2,045] 2,462] 2,756] 3,659
30 0,1271 0,683 1 1,055 | 1,310 | 1,697 | 2,042] 2,457 2,750] 3,646
o 0,126 | 0,674 1 1,036 | 1,282 | 1,645 { 1,960 2,326] 2,576 3,291

S
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VI - INJECTION DE LRF ~ CASTRATION

A - Cobazes

L'injection intrapéritonéale de LRF synthétique chez le cobaye miale
provoque une augmentation trés importante des taux de LH sérique ; un maximum est
atteint 1 h 30 aprés 1'injection, les valeurs sont alors multipliées par 8. Les
taux de testostérone sérique augmentent simultanément mais ne décroissent que
plus lentement (Fig. n° 16 p. 100).

1 h 30 aprés 1l'injection, on observe également une augmentation des taux de FSH
sérique montrant l1'action double du LRF. Cette augmentation est cependant beau-
coup plus faible que celle de LH : en effet, les taux n'atteignent que le double

de la valeur initiale avant injection (CROIX 1976 b).

2) Castration

Aprés un délai de 48 heures, les taux de LH sérique augmentent de
facon significative (P < 0,05),passant de 1,7 + 0,2 ng/ml (n = 16) a 5,2 + 0,6 ng/ml
(n = 10). Aprés 24 jours de castration, ils se situent entre 30 et 60 ng/ml. 303
L'augmentation des taux de FSH est hautement significative (P = 0,001) \t&ki

24 heures aprés castration ; ces taux passent de 90 + 5 ng/ml (n = 15) & 126 + 18

ng/ml (n = 5). Au 28éme jour, des valeurs de 1'ordre de 1000 ng/ml sont atteintes
(CROIX 1976 b, 1977 a).

Les courbes obtenues i 1'aide des dilutions des sérums enrichis en LH
et en FSH par l'administration de LRF ou par la castration sont paralléles aux
courbes de références de rat correspondantes (Fig. n° 12, p. 86 et Fig. n° 6,

p. 76). Elles confirment la compétition compléte produite par les gonadotrophines
sériques du cobaye dans les systémes de dosages radio—immunologiqués que nous

utilisons (CROIX 1976 b, 1977 b).
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Figure n° 16 : Effet de 1'injection intrapéritonéale de LRF synthétique sur

les taux sériques de LH, de FSH et de testostérone chez le

cobaye mile.
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B ~ Singes écureuils

1) Injection de LRF

Aprés injection de LRI synthétique, les taux sériques de LH, chez le
singe écureuil m3le adulte, passent de 8,3 + 1,1l mUI/ml (n = 8) & 12,7 + 3,3
mUI/ml (n = 5) (P < 0,2) ; les taux de FSH passent de 3,8 + 0,8 mUI/ml (n = 8) a
6,9 + 0,6 mUL/ml (n = 5) (P < 0,01).

2) Castration

15 jours aprés castration, les taux des gonadotrophines sériques,
chez le singe miale adulte, atteignent des valeurs voisines de 19 mUI/ml en LH

et de 8,5 mUL/ml en FSH.

Les courbes obtenues i partir des dilutions de ces sérums sont paral-
léeles 3 celles des hormones humaines correspondantes dans les systémes homologues

humains que nous utilisons (Fig. n° 14, p. 89 et Fig. n°® 9, p. 81).
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711 - CYCLE OESTRAL DU COBAYE

A - L

1) LH sérique

Les taux moyens de la LH sérique déterminés pendant la période dioes-
trale sont équivalents 3 des taux de NIAMD rat LH RP] se situant entre 3 et 10
ng/ml. Une légére augmentation des taux de LH peut &tre observée en début de
prooestrus II (passage significatif, P < 0,01, de 3,2 + 1,0 ng/ml & 9,5 + 0,7
ng/ml), simultanément au premier pic préovulatoire de LRF (Tableau VI, p. 103).
Un pic trés net de LH a lieu lors de 1l'oestrus préovulatoire : 1l s'agit d'une
décharge importante qui atteint des valeurs moyennes de 50 34 100 ng/ml et qui
semble &tre de courte durée. Aprés l'ovulation, pendant la période du postoestrus I
et le début du postoestrus II, les taux de LH ont des valeurs plus &levées que
pendant la période du dioestrus, se situant le plus souvent entre 10 et 25 ng/ml.

(fig. n® 17, p. 104 et fig. n° 18, p. 105).

2) LH préhypophysaire :

e, P ing e e i

Juste aprés la décharge préovulatoire de LRF, les taux de LH hypophy-
saire, qui étaient de 32,0 + 3,3 ug/hypophyse, passent 3 des valeurs moyennes de
52 + 2 ug,puis 120 + 10 ug (Tableau VI, p. 103). Ces taux chutent & 39 + 13 ug
(puis 14,7 + 3,0 ug) au moment du pic de la LH sérique (lorsque les concentrations

de cette derniére, de 11,8 + 0,2 ng/ml s'élevent a 98 + 26 ng/ml).



TABLEAU VI :
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LH, FSH et Progestérone au cours du cycle oestral, chez le cobaye.

LH FSH Progestérone
antéhypophy- sérique antéhypo-— sérique sérique n
saire ng/ml physaire ng/ml ng/ml
pg/hypophyse pg/hypophyse = S.E.M,
1 rooestrus 29,5 + 4,2 4,9 + 0,9 9,9+ 1,9 35,2 + 8,2 2,0 + 0,4 8
1 49,7 + 14,6 3,2+ 1,0 12,3 + 7, 46  + 19 3,1 + 0,3 3
I rooestrus { 30,7 + 6,2 9,5+ 0,7 | 10,8 + 0,1 | 45,7 + 11,4 2,0+ 0,6 { 4
1L 31,4 + 3,3 7,1+ 1,3 9,0 + 0,7 | 35,6 + 2,8 ,0+# 0,31 19
(estrus 32,0 + 3,3 6,5 + 1,5 9,6 + 1,94 25 + 4,6 22 + 0,4 16
°230 i 0 ; 11,8+ 0,2 6,2+ 0,4] 17,5+ 2,5 2,7+0,51] 4
39+ 13 97,5 + 25,6 | 8,6 + 1,8] 23,5+ 0,1 5,1 +0,3{ &
14,7+ 3,0 | 64,0+ 18,8 4,0+ 1,3] 51 + 7 9,9 + 0,8
(valation { 19,7 + 9,4 4,9+ 1,81 7,3+ 1,21 55,7 +2,3 3,1 + 0,4 | 10
lTostoestrus{ 41,4 + 15,5 7,9 + 3,2 7,9+ 1,1 62,8 + 11,7 1,8 + 0,3 6
L 30,7 + 3,7 14,9 + 5,6 10 + 2,2 140 + 30 1,8 + 0,3 11
30,3+ 7,4 ] 10,6+ 2,6) 8,3+ 1,0 144,5 + 14,8} 4,8 + 1,3 { &
21,1 + 6,6 6,3 + 3,3 11,7 + 2,2 { 173,0+ 22,5 3,2+ 0,7] 5
lostoestrus] 37,0 + 7,0 11,1 + 7,5 9 + 1 120,3 + 15,8 3,5 + 1,4 3
I 31,0+ 8,0 | 5,4+ 2,1] 10,3+ 1,31 81,7 + 21,7 58 +2,31] 3
" jours 23,5 + 5,5 10,0+ 0,1{ 8,7+ 0,7{ 80 + 10 7,9+ 0,94 2
{ jours 43,7 + 6,0 3,1 + 0,6 15,5 + 2,94 50 + 26 5,6 + 2,8 4
¢ jours 38,7 + 4,7 4,7 + 2,5 11,2 + 2,1 86 + 9,4 + 0,7 5
17 jours 34,2 + 6,9 8,1 + 0,9{ 14,6 + 4,91 29,0+ 4,6 7,0+ 1,51 3

t
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Figure n° 18 : Modifications des taux de progestérone et de LH sériques ainsi

que des taux du LRF tissulaire total, chez le cobaye, au cours

du cycle oestral. Les barres verticales représentent 1'amplitude.
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B - FSH

Syt e . Py

Les taux moyens de la FSH sérique en fin de dioestrus et en prooestrus sont

équivalents 3 25 a 46 ng/ml de NIAMD rat FSH RP.. Au moment du maximum du pic pré-

1
ovulatoire de la LH sérique, les taux de FSH sont encore bas (23,5 + 0,1 ng/ml).
Un pic trés important de FSH débute peu avant 1'ovulation et atteint des valeurs
maximales en moyenne de 173 3 280 ng/ml, en postoestrus 1 et en début de post-—
oestrus II (les concentrations en LH sont alors assez importantes mais ne sont

pas comparables A celles atteintes lors du pic préovulatoire). Au 6&me jour du
cycle, les taux de FSH se situent 3 nouveau entre 20 et 50 ng/ml, puis ils repren-
nent des valeurs élevées avec un maximum de 86 3 120 ng/ml au 8éme jour. (fig.

o

n° 17, p. 104, tableau VI p. 103).

I1 faut remarquer que les valeurs minimales que nous avons obtenues pour
la FSH sérique, chez le cobaye, au cours du cycle oestral (CROIX et FRANCHIMONT
1975) sont en moyenne 4 fois moins élevées que celles trouvées par BLATCHLEY et
coll. 1976 (utilisant le systéme de dosage homologue de rat décrit par DONOVAN
et coll. 1975 b) ; les valeurs maximales sont du méme ordre de grandeur, aussi,
les variations que nous avons obtenues sont nettement plus accusées que celles
décrites par ces auteurs.

Cette différence dans les résultats peut provenir de la meilleure sensibi-
lité de notre dosage. En effet, dans le systéme décrit par DONOVAN et coll. 1975 b,
1'addition d'une plus grande quantité d'hormone froide prise pour référence
(NIAMD rat FSH RP]) est nécessaire pour parvenir a induire une diminution de la
radioactivité fixée aux anticorps ; (pour une diminution de 50 p. 100, ils doivent
introduire une quantité de ce standard double de celle que nous utilisons) ; en
outre, les courbes qu'ils obtiennent & partir de dilutions de sérums de cobayes
riches en FSH ne sont pas tout a4 fait paralléles & celles du standard de rat.
Ces éléments conduisent fort probablement & une surestimation des valeurs, atté-
nuée cependant pour les échantillons dont la concentration en FSH est assez forte.

Nous avions également donné (CROIX, 1976 a) une évaluation des taux de la
FSH sérique 3 3 4 fois moins élevée que DONOVAN et coll. (1975 b) chez les cobayes

au cours de la période postnatale, avec également des variations plus marquées.

Si la FSH sérique commence i s'élever peu avant 1'ovulation, il n'y a ce-
pendant pas, chez le cobaye, de pic préovulatoire de FSH colncidant avec ceux de
la LH et de la progestérone ; ce fait que nous avions décrit (CROIX et FRANCHIMONT
1975) a été confirmé par BLATCHLEY et coll. 1976.
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Les taux moyens de la FSH hypophysaire, dosable par radio-
immunologie, en dioestrus et en prooestrus, sont de 10,6 + 0,3 ug/hypo-
physe (Tableau VI, p. 103). En oestrus préovulatoire, au moment du démar-
rage de la cession de la FSH dans le sang, la quantité de FSH hypophysaire
tombe a 4,0 + 1,3 pg ; mais trés vite, avant méme que la concentration
sérique n'atteigne son maximum, la FSH hypophysaire reprend sa valeur

initiale (elle est & 7,3 + 1,2 ug au moment de l'ovulation et a 10,0 +

2,2 pg en postoestrus I).
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C — Progestérone

Durant le prooestrus, les concentrations moyennes de la pro-
gestérone sérique sont de 0,8 a 2 ng/ml de sérum. Elles peuvent augmenter
légerement (3,1 + 0,3 ng/ml) en fin de prooestrus I, juste avant le premier
pic de LRF hypothalamique ; elles retombent aussitdt (2,0 + 0,4 ng/ml) au
moment de ce pic de LRF (Tableau VI, p. 103). Cette premiére montée de pro-
gestérone est trés faible (P < 0,2) mais elle a peut-€tre un rdle dans 1'in-
duction de la premiére mise en charge des cellules 3 LRF. Elle semblerait

simultanée a une baisse également temporaire des taux d'oestradiol circulant.

Il existe un pic important de progestérone, atteignant des va-
leurs voisines de 10 ng/ml, lors de l'oestrus préovulatoire. Ce pic débute
simultanément a4 la décharge bréve et importante de LH dans le sang et atteint
son maximum lorsque les taux de LH sont déj3d en phase décroissante. Les
coupes des ovaires montrent alors des follicules de DE GRAAF dont 1'ovocyte
est en métaphase de 2 nde division (Planche VI, p.109). Lors de l'ovulation,
les taux de progestérone tombent & 3~1 ng/ml. Par la suiﬁe, on peut observer
un second pic de plus faible importance (2,5-4,8 ng/ml), en début de post-
oestrus I lorsque les taux de LH sont le plus souvent assez élevés., Enfin,
dés le postoestrus II, la concentration moyenne de progestérone sérique aug-
mente progressivement pour atteindre des valeurs de l'ordre de 7 & 9,4 ng/ml
entre le 8&me et le 12&me jour, puis elle diminue (fig. n° 17, p. 104 et fig.

n® 18, p. 105).

Les valeurs que nous donnons (CROIX et FRANCHIMONT, 1975) sont
en moyenne 11 fois plus faibles, pour les valeurs maximales, que celles trou-
vées par JOSHI et coll. (1973) dans le sérum prélevé au niveau de la veine
ovarienne ; ces auteurs n'avaient pas suivi les valeurs jour par jour, mais
avaient sélectionné 4 périodes du cycle.

Nous trouvons toutefois des taux 2,5 fois supérieurs (aussi bien
pour les valeurs minimales que pour les valeurs maximales) & ceux décrits par
FEDER et c011.1968 et BLATCHLEY et coll. 1976. De méme que FEDER et coll. 1968,
nous observons un pic préovulatoire de progestérone nettement marqué, alors

que BLATCHLEY et coll. 1976 le décrivent le plus souvent assez faible.



Planche VI :

a - b : Ovocyte des follicules de De Graaf dans les ovaires des cobayes au

moment de la décharge préovulatoire de LH (cyte I : prophase).

¢ - d : Ovocyte des follicules de De Graaf dans les ovaires des cobayes au
moment de la décharge préovulatoire de progestérone (cyte II : méta-

phase).
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D - Oestradiol

Le comportement de l'oestradiol au cours du cycle est plus
difficile & analyser du fait des variations individuelles importantes qui
conduisent 4 une dispersion des résultats, Il apparait néanmoins que les
taux d'oestradiol sont élevés durant le prooestrus et le début de 1'ocestrus
préovulatoire ol ils peuvent atteindre des valeurs de 70 pg/ml. Les valeurs
maximales de 17 B-oestradiol précédent le pic préovulatoire de LH ; au moment
de ce pic, la valeur moyenne d'cestradiol est de 30 pg/ml. Les taux de 17 8-
oestradiol fluctuent de fagon non systématique au moment de l'ovulation et de
la période de postoestrus. Durant les 10 premiers jours du dioestrus, les
valeurs moyennes d'oestrogénes restent inférieures i 30 pg/ml (fig. n° 17,

p. 104),

Des taux d'oestradiol généralement peu élevés chez le cobaye
(10~15 pg/ml) ainsi que des variations individuelles importantes de ces taux
4 un méme moment du cycle oestral, avaient déja été constatées par CHALLIS et
coll, 1971.

JOSHI et coll. 1973, dans le sang de la veine ovarienne, obser-—
vent des taux maximum d'oestradiol, en prooestrus, 2,7 fols supérieurs i ceux
que nous décrivons alors (CROIX et FRANCHIMONT 1975) dans la circulation gé-

nérale.
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E - LRF

Les variations des taux du LRF tissulaire durant le prooestrus,
1'oestrus et le début du postoestrus (fig. n° 18, p. 105), traduisent la
fagon pulsatile dont s'effectuent les décharges. Ces taux oscillent en moyenne
entre 2,5 et 4,5 ng/animal et peuvent atteindre 5,7 ng. Au moment du pic pré-
ovulatoire de LH, ils sont voisins de 3,6 ng. Au moment de l'ovulation ils
chutent 3 1 ng (0,35 - 1,75). En oestrus postovulatoire et en début de post-—
oestrus, il se produit encore quelques décharges importantes et les taux peu-
vent atteindre 5 a 5,6 ng puis, durant la fin du postoestrus et le dioestrus,
ils auront des valeurs de l'ordre de 2 a 3 ng avec, d&€j3 en fin de diocestrus,

des valeurs qui peuvent &tre plus importantes et approcher 4,5 ng.

Sur le tableau n° VII, p. 113, nous observons chez 4 animaux,
des taux importants du LRF hypothalamique en début de prooestrus II (passant
de 2,15 + 0,32 ng/animal en fin de prooestrus I a 4,20 + 0,25 ng/animal,

P < (,01), avec un facteur d'augmentation de 2,5 pour l'hypothalamus antérieur

et L'OVLT et de 1,9 pour 1'hypothalamus médiobasal et 1'éminence médiane par
rapport 4 la fin du prooestrus I. Aucune augmentation sensible n'est alors
observée dans la posthypophyse (Ceci peut correspondre a un démarrage d'accé-
lération de synthése du LRF ou de sa transformation en une forme dosable par
radio-immunologie). En fin de prooestrus II, les taux ne sont plus aussi éle-
vés 3 il ne semble donc pas y avoir eu un stockage important ; il est possible
que la synthése ait été ralentie ou qu'un nouvel équilibre se soit établi
entre synthése et excrétion et,ou dégradation.

Les taux maximums de LRF sont observés en oestrus (4,78 + 0,03
ng/animal) ; comme précédemment, 1'augmentation s'effectue aussi bien dans
1'hypothalamus antérieur que dans 1'hypothalamus médiobasal ; on note, en
outre, chez 3 animaux, des taux relativement importants dans la posthypophyse
(1,03 + 0,07 ng alors qu'auparavant, ils ont une valeur moyenne de 0,25 ng) ;
ceci pourrait &tre le signe d'une brusque expulsion du LRF vers les terminai-
sons axoniques et probablement d'une excrétion accompagnant une accélération
importante de la synthése ; brusque vidange nécessaire au déclenchement du
pic préovulatoire de LH, en effet, ces taux maximums du LRF sont atteints
juste avant que 1l'on n'observe une augmentation des taux de LH dans 1'anté~

o

hypophyse puis dans le sérum (fig. n® 18, p. 105). Jusqu'ad 1'ovulation, les
taux de LRF sont maintenus &élevés dans l'hypothalamus (mais non dans la post-
hypophyse) ; il s'est probablement, 3 nouveau, produit un équilibre entre

synthése et sécrétion.



TABLEAU VII : LRF tissulaire au cours du cycle oestral,

chez le cobaye.




pg/animal zone p.f._'.ra— hypofhfllamus |+ 2 hypothalamus
£ S.E.M. olfactive antérieur médiobasal
I 2 3
Prooestrus 243 + 110 431 £+ 89 674 + 188 1486 + 516
1 71 + 51 282 + 12 353 + 84 1325 + 175
Prooestrus 383 + 92 700 + 84 12,45 1083 + 149 £ 2467 + ]]7)1’9
El 180 + 43 60+ 57719% 620+ 887107 f1719+ 239154
Oestrus 150 + 19 440 + 82 590 + 78 *7%1480 + 265
330 + 120 1,9§660 + 80217 990 + 120 127 2350+ 50190
485 + 97 820 + 117 1305 + 163 2150 + 113
315 + 65 480 + 80 795 + 145 2325 + 98
250 + 64 619 + 45 8369 + 109 2100 + 265
Ovulation 20+ 16 1460 + 60 °0%% 160+ 94 2% 720 4 3670259
Postoeskrus 252 + 132 646 + 445 240 gog + 483 7720 {1950 4 276157
r 170 + 51 503 + 123 673 + 89 271794 4+ 208
86 + 38 293 + 105 379 + 200 1167 + 109
184 + 47 384 + 126 568 + 152 1350 + 49
Postoestrus 58 + 29 231 + 89 289 + 59 1285 + 697
kL 379+ 79 387 + 173 766 + 252 2290 + 642
5 jours 50 + 25 432 + 284 482 + 118 1350 + 150
6 jours 140 + 48 375 + 94 515 + 135 1600 + 320
8 jours 104 + 36 207 + 54 311 + 75 1660 + 371
13 jours 415 + 9 238 + 156 653 + 153 1950 + 229
g\

it
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postthophyse 3+ 6 mésenzéphale T a
222 + 102 1708 £ 563 225 + 60 2607 + 784 8
332 + 236 1657 + 158 140 + 80 2150 + 322
283 + 144 2750 + 125 7107 372+ 12 4205 + 254 1P 4
228 + 62 1947 + 2690 1% 240+ 44 2807 + 455 017 19
190 £ 65 1670 + 265 273 + 70 2533 + 369 16
1030+ 702°°% 3380+ 2077 410 + 130 4780 + 30°1% 3

o + 26 1] 2244 + 125 550 + 82 4099 + 510 3
119+ 36 2444 + 942 313 + 16 3552 + 1244 4
270+ 75 2370 + 328 342 + 75 3581 + 440 7
160 £ 153 217 g0+ 430°%7 119+ 69 ns9 + 587 231 10
150 £ 68 1460 + 320 958 + 780 3256 + 1529 6
340 £ 178 2134 + 322 266 + 42 3073 + 407 11

90 & 36 1257 + 146 230 + 85 1866 + 33 4
409 + 218 1759 + 608 221 + 87 2548 + 818 5
260 + 189 1545 + 886 244 + 64 2078 + 1010 3
142 £ 79 2432 + 708 548 + 58 3746 + 535 3
156 + 124 1506 + 27 290 + 180 2278 + 272 2
150 £ 51 1750 + 350 273 + 45 2538 + 363 4
213 & 64 1873 + 317 298 + 12 2482 + 270 5
550 + 144 2500 + 29% 150 + 71 3303 + 493 3

aus
®
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Au moment de 1'ovulation, peu aprés le pic de progestérone
sérique, le LRF total chute a 1159 + 0,587 ng, P < 0,01 (chez 10 animaux),
valeur la plus basse observée au cours du cycle. Cette chute s'effectue aussi
bien dans 1'hypothalamus antérieur que dans l'hypothalamus médiobasal mais,
13 encore, elle est proportionnellement plus accusée dans 1l'hypothalamus an-
térieur (baisse respectivement d'un facteur 4,4 et d'un facteur 2,9) ; on ne
constate pas de variation simultanée trés accusée du LRF posthypophysaire ;
il y a probablement arrét de synthése et,ou dégradation massive.

Aprés l'ovulation, le LRF hypothalamique réaugmente (multipli-
cation par un facteur 4,6 dans 1'hypothalamus antérieur et 1,7 & 2,5 dans

1'hypothalamus médiobasal) puis il se stabilise.

Au cours du cycle, les variations du LRF des zones rostrales
(fractions 1 et 2) s'effectuent dans le méme sens que celles du LRF contenu
dans 1'hypothalamus médiobasal et 1'éminence médiane (et posthypophyse),

(fractions 3 et 6) et sont parfaitement simultanées (fig. n° 19, p. 115).

Concernant la mise en charge des neurones & LRF suivant leur

topographie, plusieurs cas peuvent €tre évoqués :

Si les cellules de l'hypothalamus médiobasal ne sont pas impliquées dans la
sécrétion cyclique de la LH et élaborent une quantité assez constante de LRF,
1'élévation des taux observée dans cette région serait due en totalité 3
1'augmentation de charge des fibres provenant des neurones de l'hypothalamus

antérieur et se projettant dans 1'éminence médiane.

a. En supposant que tous les neurones 4 LRF de 1'hypothalamus antérieur inté-
ressés dans la sécrétion cyclique de la LH sont alors activés dans les
mémes proportions et que l'effet de cette activation provoque une augmen—
tation du LRF, d'un facteur 2,5, relativement uniformément répartie, le
LRF en provenance de 1'hypothalamus antérieur représenterait, avant acti-
vation, 57 p. 100 du LRF total de 1'hypothalamus médiobasal ; il serait
égal en moyenne d 2,7 fois la quantité contenue dans l'hypothalamus anté-
rieur et correspondrait 4 une fraction égale & 73 p. 100 du LRF total con-

tenu dans 1'ensemble des neurones originaires de 1l'hypothalamus antérieur,

b. Il se pourrait alors que 1'augmentation du LRF constatée dans l'hypothalamus

médiobasal en prooestrus II (de 1,325 + 0,175 ng a 2,467 + 0,117 ng) (P <0,01)



Figure n° 19 : Modifications des taux de LRF tissulaire au cours du cycle oestral,

chez le cobaye, dans 1l'hypothalamus antérieur (fractions 1 + 2) et

1'hypothalamus médiobasal et la posthypophyse (fractions 3 + 6).
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corresponde essentiellement & la mise en charge de neurones rostraux,
suivie d'un retour 4 1l'activité normale de base de ces neurones en début
d'oestrus (1,480 + 0,265 ng) ¢t que 1'augmentation constatée simultanément
en prooestrus II dans 1'hypothalamus antérieur (de 0,282 + 0,012 ng a
0,700 + 0,084 ng) (P < 0,01) soit, d'une part le fait de 1'activation
momentanée de ces neurones, d'autre part celui de 1l'activation des neu-
rones du tractus préoptico-terminal, activation qui pourrait, elle, se
maintenir jusqu'a 1'ovulation, expliquant la chute proportionnellement
moins importante (par rapport aux valeurs initiales) observée aprés ce
premier pic dans 1'hypothalamus antérieur et 1'OVLT (0,440 + 0,057 ng)
que dans 1'hypothalamus médiobasal et 1'éminence médiane.

Les neurones participant au tractus préoptico-terminal &labo-
reraient alors au repos trés peu de LRF par rapport aux autres neurones
de 1'hypothalamus antérieur (¥ 7 p. 100) et, sous l'effet d'une activation
augmenteraient leur sécrétion d'environ 10 fois (alors que les autres neu-

rones ne 1'augmentent que d'un facteur proche de 1,9).

au contraire, on considére que les cellules de l'hypothalamus médiobasal

connaissent une certaine activation dans la période préovulatoire :

a.

et que les neurones en provenance de 1'hypothalamus antérieur se projettant
dans 1'éminence médiane n'interviennent pas, ou d'une fagon négligeable
(soit car ils ne seraient pas directement impliqués dans le contrdle de la
sécrétion cyclique de la LH, soit parce qu'ils sont en nombre négligeable
chez le cobaye) alors l'activation des neurones de 1'hypothalamus médio-
basal pourrait atteindre au maximum 76 p. 100 de celle des neurones du
tractus préoptico~terminal. Ceci signifierait, soit que leur activation
serait moindre, soit que seulement 57 p. 100 des neurones seraient activés
(c'est-a~dire 2,7 fois le nombre des neurones du tractus préoptico-terminal
susceptibles d'@tre activés simultan¢ment dans 1'hypothalamus antérieur).
Cette hypothése conférerait aux neurones du tractus préoptico-
terminal une participation vraiment trés importante a 1'augmentation totale

de la sécrétion du LRF (27 p. 100), ce qui est assez improbable.

et qu'environ 10 & 15 p. 100 du LRF de 1'hypothalamus médiobasal provient
de 1'hypothalamus antérieur (ce qui correspond 3 une quantité égale 3 la

moitié du LRF contenu dans la fraction 2), alors l'activation des cellules
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de 1'hypothalamus médiobasal provoque une augmentation des taux de LRF
d'un facteur égal en moyenne & 71 p. 100 du facteur d'augmentation cons-—
taté dans 1'hypothalamus antérieur, soit que l'activation est moindre,
soit qu'environ 53 p. 100 des neuroncs de 1'hypothalamus médiobasal sont
activés (2,25 fois le nombre de ceux de 1'hypothalamus antérieur apparte=

nant aux tractus préoptico—terminal ou hypothalamo-infundibulaire).

Si environ 25 p. 100 du LRF dc¢ 1'hypothalamus médiobasal provient de 1'hy-
pothalamus antérieur (soit en moyenne un taux de LRF égal a4 celul contenu
dans 1'hypothalamus antérieur), l'activation des cellules de 1'hypothalamus
médiobasal provoquerait une augmentation des taux de LRF d'un facteur égal
a environ 67 p. 100 du facteur d'augmentation dans 1'hypothalamus antérieur.
(46 p. 100 seulement des neurones de l'hypothalamus médiobasal seraient

concernés, soit 1,7 fois le nombre de¢ neurones de 1l'hypothalamus antérieur).
Evidemment ces calculs sont trés hypothétiques car ils compor-

tent beaucoup d'inconnues et ne constituent qu'une tentative de représen-—

tation schématique de ce qui pourrait &tre dans les grandes lignes.

Néanmoins, dans tous les cas, l'activation des neurones a LRF

de 1'hypothalamus antérieur provoque une augmentation proportionnellement

trés importante des taux de LRF et leur participation 3 la régulation de

la sécrétion cyclique de la LH chez le cobaye est trés probable (CROIX
1982 a).

Pour le moment, on ne peut qu'émettre des hypothéses a propos
du role joué par la sécrétion des neurones du tractus préoptico-terminal

dans cette régulation.
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F - ACTH

Notre étude a porté sur 79 cobayes.
Sauf durant 1'oestrus, oili des animaux ont été sacrifiés & des
heures différentes, durant le reste du cycle, ils ont été sacrifiés vers 10 h

et vers 16 h 30 afin de standardiser 1'cxpérimentation.

Les taux d'ACTH plasmatique, chez le cobaye, semblent suivre
un rythme circadien ; ceci est surtout visible pendant le dioestrus ol les
valeurs, en moyenne, doublent entre 10 h le matin et 16 h 30 1'aprés-midi.
(moyennes de l'ensemble des valeurs de dioestrus, jours 6, 8 et 13, le matin :
20 + 7,5 pg/ml (n = 4), 1'aprés-midi : 40 + 6 pg/ml (n =7) (P < 0,1). La
concentration maximale atteinte par un animal en dioestrus (aprés-midi du
6éme jour) est de 64 pg/ml (fig. n® 20, p. 119) ; les concentrations moyennes

sont alors de 49 + 10 pg/ml (n = 3).

‘Durant le prooestrus, l'ocstrus et le début du postoestrus, des
valeurs trés importantes sont observées pour certains animaux : jusqu'a 180
pg/ml soit environ 9 fois le taux de base. Etant donné la durée de vie trés
courte de 1'ACTH dans le plasma, ces valeurs reflétent fort probablement
l'existence de décharges pulsatiles importantes d'ACTH chez le cobaye, a cette
phase du cycle,

Le rythme circadien est alors masqué par ces variations impor-
tantes : en effet, on trouve des taux trés élevés le matin en prooestrus et
en oestrus ; avant l'ovulation ces taux chutent d'en moyenne 62 + 17 pg/ml
(n = 4) (mais pouvant atteindre 110 pg/ml), a 15,2 + 7,0 pg/ml (n = &) (P < 0,05)
valeur, de plus, faible pour 1'heure du prélévement (16 h 30). Au moment de
1'ovulation, les taux réaugmentent (moyenne de 47 + 10 pg/ml (n = 9), mais
avec des valeurs pouvant atteindre 114 pg/ml) et ceci quelle que soit 1'heure
3 laquelle s'est produite 1l'ovulation : le plus souvent, dans nos expériences,
entre 18 h et 20 h, mais aussi, pour certains animaux, plus tdt dans 1l'aprés-

midi ou, au contraire, dans la nuit ou le lendemain matin.

Chez ces cobayes qui ont ovulé en fin d'aprés-midi ou dans la
nuit, le jour suivant, 3 10 h, les taux d'ACTH sont encore nettement plus éle-
vés que la normale (76 *+ 23 pg/ml (n = 3), pouvant atteindre 120 pg/ml). Vers

16 h, ils sont redescendus d 30,2 + 3,5 pg/ml (n = 3).



Figure n° 20 : Modifications des taux sanguins d'ACTH et de cortisol chez le
cobaye, au cours du cycle oestral.
Les barres verticales représentent l'amplitude ; (le nombre d'ani-
maux est indiqué pour chaque point) ; la période d'obscurité est

marquée par une zone sombre en abscisse.
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G - CORTISOL

Les dosages ont été effectués sur 112 animaux, le plus souvent

~ -~

sacrifiés, comme pour les dosages de 1'ACTH, 3 10 h ou a 16 h 30,

Pendant le dioestrus, le rythme circadien des taux de cortisol
est trés net ; il est paralléle au rythme de la sécrétion de 1'ACTH (taux
minimums & 10 h avec une valeur de 710 + 190 nmoles/1 (n = 5) pour 1l'ensemble
des jours 6, 8 et 13 ; ils sont en moyenne 2,9 fois plué importants vers
16 h 30 : 2075 + 182 nmoles/1 (n = 10) P < 0,001). La valeur la plus haute
constatée chez un animal, pendant le dioestrus, dans 1'aprés-midi du 8é&me

jour du cycle est de 2600 nmoles/1 (fig. n° 20, p. 119).

En prooestrus et en postoestrus, ce rythme existe également
mais avec des écarts moins importants : valeurs 1,5 fois plus élevées a 16h 30
qu'da 10 h, ceci probablement en raison du fait que vient se greffer une sécré-
tion épisodique de cortisol, liée aux variations pulsatiles périovulatoires
de la sécrétion de 1'ACTH ; ainsi, en prooestrus, a 10 h, les taux sont déja
relativement élevés : 1681 + 141 nmoles/1 (n = 9) en moyenne, pouvant parfois

atteindre 2900 nmoles/1.

En oestrus préovulatoire, on observe un pic & 4386 *+ 317 nmoles/1
(n = 4) vers 16 h et a 3687 + 399 nmoles/1l (n = 7) vers 18 h, soit des valeurs
significativement plus élevées (P < 0,01 et P < 0,05) que la valeur moyenne
maximale de 2450 + 62 nmoles/1 (n = 4) observée en dioestrus (le 8é&me jour

vers 16 h 30).

Les taux s'effondrent juste au moment de 1'ovulation a 637 + 16

it

(n

produit 1l'ovulation, par exemple, méme chez les animaux ayant ovulé vers 16 h,

10) nmoles/1l. Cette chute a lieu quelle que soit 1'heure & laquelle se

heure 3 laquelle le cortisol circulant est généralement élevé., Chez les autres
cobayes {ceux qui ont ovulé vers 18-20 h), cette chute n'est donc pas essen—
tiellement le fait du rythme circadien de la sécrétion de cortisol, mais est
bien liée, pour une grande part, & l'ovulation elle~méme. Elle intervient
d'ailleurs aprés une baisse correspondante des taux de 1'ACTH plasmatique

observée peu avant 1'ovulation (CROIX 1982 c).
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VIIT -~ CYCLE OESTRAL DU SINGE ECUREUIL

Seuls les animaux dont les coupes histologiques des ovaires
indiquent qu'il se produit un déroulement normal du cycle oestral, malgré

la captivité, ont été retenus.

A - Li

En phase folliculaire, les taux de la LH sérique se situent
entre 3,10 + 0,63 mUIL/ml et 4,81 + 0,77 mUL/ml ; toutefois, en phase fol-
liculaire moyenne on observe un pic d'assez faible amplitude (mais signi-
ficatif : P < 0,05) a 7,38 + 0,38 mUI/ml et de trés courte durée.

Juste avant 1'ovulation, la LH s'éléve a 8,85 + 2,16 mUI/ml
et atteint 17,30 + 8,87 mUI/ml & 1'ovulation. Aprés l'ovulation, elle
chute & 2,70 + 0,75 mUI/ml. En phase progestative elle remonte a 5,9 +
0,85 mUI/ml (fig. n° 21 p. 122).

B - FSH

En phase folliculaire, la FSH sérique a des valeurs comprises
entre 5,35 + 0,82 mUI/ml et 9,50 + 1,21 mUI/ml. Au moment de l'ovulation,
les taux s'élévent 4 19 + 9 mUI/ml et atteignent 46,0 + 13,6 mUI/ml peu
aprés 1'ovulation. En début de phase progestative ils retombent a 6,75 +
1,81 mUI/ml.

Le pic de FSH se produit avec un trés léger retard par rapport
3 celui de LH mais il n'y a pas une dissociation trés nette comme celle

que nous observons chez le cobaye (fig. n° 21, p. 122).

Le graphique se rapproche de celui observé chez le singe Rhésus
(GOODMAN et coll. 1977) et chez la femme (FRANCHIMONT 1971 , 1972). Les
taux de gonadotrophines sont cependant en moyenne 10 fois moins élevés

que chez la femme (FRANCHIMONT 1971, 1972, DUFAU et coll. 1977).

C - Progestérone

En début de phase folliculaire précoce, les taux de progestérone
sont de 3,86 + 1,21 ng/ml. En fin de phase folliculaire précoce, un pre-
mier pic de faible amplitude (mais significatif : P < 0,05) : 12,30 +

0,9% ng/ml, est observdé.



Figure n° 21
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Les taux chutent a 3,55 + 1,96 ng/ml en début de phase follicu-
laire moyenne (au moment oli l'on constate une élévation de la LH sérique).
Ils se maintiennent 34 ces valeurs basses jusqu'd l'ovulation. Peu avant
1'ovulation, alors que le pic de LH est déji amorcé, ils sont a 1,60 *+
0,81 ng/ml. Au moment de l'ovulation ils commencent 3 s'élever pour at-
teindre 14,00 + 5,39 ng/ml, valeur i laquelle ils se maintiennent jus-
qu'en phase progestative. En fin de phase progestative, ils atteignent

56,20 + 4,19 ng/ml (fig. n° 21, p. 122).

De méme que WILSON 1977, nous observons une chute des taux de
progestérone 2 jours avant 1'oestrus, en phase folliculaire moyenne,
mais, 4 la différence de cet auteur, nous avions déjid observé une premiére
chute de la progestérone (16 animaux) en début de phase folliculaire pré-
coce (CROIX 1982 b). Les coupes histologiques des ovaires de ces animaux
montraient des corps progestatifs indiquant qu'il y avait eu ovulation le
cycle précédent. Les taux peu €levés de progestérone ne sont pas alors
imputables au fait que ces singes fcmelles ne seraient pas "cycliques".
Chez nos animaux, en phase folliculaire moyenne et jusqu'id 1'ovulation,
les taux se maintiennent bas et, d& 1'ovulation, ils n'augmentent que mo-
dérément par rapport aux taux atteints en phase progestative. (Les coupes
des ovaires montrent alors, soit une croissance folliculaire normale, soit
des follicules venant d'ovuler, planche VII, p. 124, soit des corps pro-
gestatifs récents).

Nos estimations sont moins élevées que celles de WILSON [977,
tant pour les valeurs maximales (52-60 ng/ml / 85-151 ng/ml) que pour les
valeurs minimales (1,6 ng/ml / 25 ng/ml).

Le schéma des variations des taux de progestérone au cours du
cycle oestral que nous obtenons, chez le singe écureuil, différe du schéma
décrit pour le cobaye (oli il y a une dissociation nette des pics préovu-
latoires de LH, progestérone et FSH) mais il est assez semblable 3 ceux
décrits pour les autres primates. Cependant, les concentrations atteintes
3 l'ovulation et surtout en phase progestative, restent trés importantes
(elles sont en moyenne 10 fois plus élevées que celles données par HODGEN
et coll, 1976, KARSCH et SUTTON 1976 chez le singe Rhésus et 4 fois plus
€levées que celles données par FRANCHIMONT et coll. (1973) chez la femme).
Bien que la phase lutéale soit probablement de courte durée (2 jours envi-
ron d'aprés les auteurs), les coupes des ovaires montrent des corps pro-

gestatifs trés volumineux.



Planche VII : Corps progestatifs cycliques chez le singe &cureuil.
a - peu aprés l'ovulation (zone de déhiscence encore
nettement visible).
b,c — en formation (cavitaires).

d - constitué (centre fibreux).
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D - LRF

Les taux de LRF tissulaire total, chez le singe &cureuil femelle,
se situent entre 3,38 + 0,42 ng et 5,285 + 0,320 ng (Tableau VIII, p. 126).

En phase folliculaire précoce, ils sont bas, tant dans 1'hypotha-
lamus antérieur et la lame terminale (99 + 30 pg a 220 + 140 pg/animal)
que dans 1'hypothalamus médiobasal et 1'éminence médiane (2,97 + 0,15 ng
a 3,31 + 0,35 ng/animal). Fig. n° 22, p. 127).

En début de phase folliculaire moyenne, un pic (significatif,

P < 0,01, bien que n'ayant pu €tre observé que chez 3 animaux) de LRF &
4,845 + 0,155 ng (soit 1,63 fois le taux de base) est tout d'abord cons-
taté dans 1'hypothalamus médiobasal ; il est de trés courte durée et
trés vite les taux retombent a4 des valeurs proches de 3 ng.

Les taux de LRF qui étaient restés bas dans l'hypothalamus anté-
rieur augmentent alors de fagon proportionnellement trés importante (taux
de base multipliés par 11,4) et atteignent 1,125 + 0,0750 ng (P < 0,001).

A la différence de ce qui se produit dans 1'hypothalamus médiobasal, ces
valeurs se maintiennent jusqu'ad 1l'ovulation.

A 1'ovulation, une baisse est observée tant dans l'hypothalamus
médiobasal (2,52 + 0,06 ng) que dans 1'hypothalamus antérieur (500 + 5 pg)
(P < 0,02).

Les variations du LRF total reflétent la somme des variations
que nous avons décrites pour ces deux régions (Fig. n° 22, p. 127) (CROKX
1982 b),
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Figure n® 22 : Modifications des taux du LRF tissulaire au cours du cycle oestral,

chez le ginge écureuil.

fraction 1 : hypothalamus antérieur et lame terminale
fraction 2 + 3 : hypothalamus médiobasal, éminence médiane et

posthypophyse.

Les barres verticales reprégsentent 1'erreur standard de la moyenne.

Le nombre d'animaux est indiqué pour chaque point.




- 128 -

E - CORTISOL

Le cortisol est le principal corticostéroide sécrété par la
glande surrénale du singe écureuil (KITTINGER et BEAMER 1968).

Les dosages ont été effectués sur 61 singes femelles gardés en
cage (4 par cage) et sacrifiés 3 17 h.

Les taux observés sont trés élevés. Au cours du cycle oestral
(Fig. n® 23, p. 129) ils oscillent entre 9212 + 963 nmoles/1l a 1'ovula-
tion (soit environ 335 ug/100 ml) et 11481 + 731 nmoles/1 en fin de phase
folliculaire précoce (environ 417 ug/100 ml).

Il semble se produire une légére chute des valeurs au moment
de 1'ovulation : elles passent de 10518 + 1310 nmoles/1 en fin de phase
folliculaire (2 animaux) a 9212 + 963 nmoles/1 juste apré&s l'ovulation
(2 animaux) ; mais cette baisse faible et observée que chez peu d'animaux

n'est pas significative : P < 0,5,
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DISCUSSION




- 131 -

Dans les systémes hétérologues de dosages radio-immunologiques
des gonadotrophines, seuls les sites non spécifiques de 1'espéce sont concernés ;
en outre, leur affinité pour une molécule antigénique de structure tertiaire,
différente de celle contre laquelle ils ont été fabriqués, est souvent plus faible
(ce qui se traduit par une pente moins accusée des courbes) ; mais ceci permet

parfois de les appliquer avec succds 3 différentes espéces animales.

Ce fait est d'un grand intérét, notamment en ce qui concerne
les dosages chez le cobaye, animal pour qui nous ne pouvons utiliser un systéme
homologue en raison des trop faibles quantités d'hormones hypophysaires qui ne
permettent pas l'obtention de fractions suffisamment purifiées pour fabriquer
des anticorps dirigés spécifiquement contre le FSH ou la LH de cobaye ; aussi,
méme en se plagant dans les meilleures conditions possibles, c'est-a-dire en pre-
nant les adénohypophyses de cobayes de 10-30 jours, la quantité de matériel de
départ reste faible ; en effet, les antéhypophyses de cobayes femelles dgés de
34 jours contiennent, pour un poids de 5,89 mg, une activité biologique, mesurée
par la méthode de STEELMAN et POHLEY, de 53 pg de NIH FSH SI, soit, proportion-
nellement au poids de la glande, une quantité 20 fois moins importante que chez
la rate 3gée de 22 jours (poids de 1'antéhypophyse : 1,42 mg - 276 ug NIH FSH SI)
(BROWN 1971).

Nous avons utilisé des méthodes d'extractions non dénaturantes
mais qui provoquent des pertes de matériel tré&s importantes lors des différentes
précipitations et chromatographies ; celles—ci limitent alors la purification des

fractions.

Alors que REICHERT 1971, par électrofocalisation des gonado-
trophines humaines avait toujours trouvé une activité LH associée 3 la fraction
FSH, récemment KERCRET et DUVAL (1975) sont parvenus i isoler, 3 partir d'adéno-
hypophyses de rat, une fraction d'activité immunologique FSH dépourvue d'activité
LH.

Le pic de FSH qui se situe aux environs de pH 3,3 en gradient 3-6 et de pH 2,8
en gradient 2,5-4 est cependant assez large ; cette hétérogénéité pourrait €tre

due 3 une désialysation partielle de certaines molécules.
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Cette méthode, qui ne nécessite qu'un petit nombre de glandes chez le rat (rende-
ment de 41 p. 100), pourrait peut—-étre &tre essayée avec succé@s chez le cobaye.
Toutefois, elle n'a pas donné de résultats satisfaisants pour la LH : en effet,
celle—ci apparalt trés hétérogéne et focalise aux environs de pH 9, mais des
préparations de LH hautement purifiées présentent également un pic important en

zone acide. Le rendement est de 6,5 p. 100,

Le sérum de lapin anti FSH ovine utilisé permet le dosage des
FSH de différents mammiféres : rat (HENDRICK et coll. 1971), lapin (DUFY-BARBE et
coll. 1972), boeuf (DERIVAUX et coll. 1974), cobaye (CROIX et FRANCHIMONT 1975),

mais aussi celles d'oiseaux : canard (CROIX et coll. 1974).

Les gonadotrophines sont composées de deux sous-unités o et B .
Les sous-unités o auraient une structure trés voisine pour la FSH, la LH et la
TSH, mais seraient spécifiques de l'espéce ; les sous-unités B seraient, elles,
responsables de 1'activité biologique donc caractéristiques du type d'hormone
mais présenteraient une spécificité moins grande d'une espéce a l'autre (PIERCE

et coll. 1971 a-b).

Les expériences biologiques montrent bien qu'il n'existe prati-
quement pas de spécificité d'espéce pour les sites biologiques. En effet, il est
possible de doser 1'activité biologique de la FSH d'oiseau sur des rats par la
méthode de STEELMAN et POHLEY (FOLLET et coll. 1972),

Lors de nos dosages de FSH, 1'anticorps utilisé réagit donc pro-
bablement principalement contre des sites antigéniques porteurs de l'activité
biologique de la sous-unité 8 , ce qui expliquerait la réaction croisée compléte

que nous pouvons obtenir entre deux espédces zoologiques aussi éloignées.

Néanmoins, bien que la FSH humaine native inhibe la réaction
entre la FSH marquée de rat et les anticorps anti FSH ovine et que la structure
de la FSH de singe &cureuil semble se rapprocher de celle de la FSH humaine, 1'af-
finité de la FSH de singe pour cet antisérum anti FSH ovine est trop faible pour

que nous puissions utiliser ce systéme pour cette espéce,

On peut noter que la BFSH est incapable de produire seule une
inhibition, 1'association des deux sous-unités o et B de 1l'hormone serait donc
nécessaire pour que l'anticorps puisse &tre fixé,.

Ceci est en accord avec les résultats trouvés lors des dosages



- 133 -

biologiques effectués sur les sous—unités séparées (DE LA LLOSA 1972) et confirme
que l'association des deux sous=—unités confére une structure tertiaire particu-

liére a la molécule, indispensable & 1l'expression biologique et immunologique.

Les structures de la FSH et de la LH sériques du singe écureuil
semblent @tre suffisamment proches de celles de la FSH et de la LH humaines pour
provoquer une compétition compléte dans des systémes homologues humains, ceci,
évidemment, 3 la condition que 1'antisé&rum choisi posséde un nombre suffisamment
élevé d'anticorps dirigés contre des sites antigéniques non spécifiques de l'es-
péce, ce qui est le cas pour 1'anti HFSH de Calbiochem et 1l'anti HLH du C.E.A.

mais non pour les anti HLH de Calbiochem et de 1'Institut Pasteur.

A la différence du cobaye ofi il y a analogie immunologique entre
hormone préhypophysaire et hormone sdérique, chez le singe écureuil, 1'hormone pré-
hypophysaire contenue dans les extraits non purifiés, aussi bien FSH que LH, est
nettement moins immunoréactive que 1'hormone sérique.

HUMMEL et coll. (1974), avec des antisérums provenant du
NIAMDD, NIH (Bethesda, Maryland), n'ont obtenu qu'une trés faible réaction croisée
de 1la FSH et de la LH hypophysaires de singe &écureuil dans les systémes corres-
pondants humains, alors que la GH (growth hormone) et la TSH (Thyroid-stimulating
hormone) hypophysaires présentent, elles, une compétition compléte ou du moins
trés importante avec la HGH et la HTSH.

Cette différence d'immunoréactivité entre FSH et LH sériques et
hypophysaires peut 8tre due a4 la possibilité que certains sites de 1'hormone
hypophysaire soient masqués par la présence de matériel contaminant plus ou moins
adsorbé, mais aussi et sans doute principalement, a une différence de conforma-
tion spatiale. Pour vérifier ce fait, il faudrait pouvoir obtenir des fractions
enrichies en hormone, ce qui est, pour le moment, peu envisageable chez le singe.

Des formes distinctes de FSH (CHAPPEL 1981, chez le hamster) et
de LH (CAMPBELL et coll. 1978, chez le rat) ont en effet été décrites, suivant
que ces hormones provenaient de 1'hypophyse (forme de stockage) ou du sérum

(forme excrétée),
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Au cours du cycle du cobaye, nous observons un pic de LRF hypo-
thalamique en début de prooestrus II, c'est~id-~dire le jour qui précéde celui de
la décharge préovulatoire de LH;chez le singe &cureuil, chez trois animaux nous
constatons un pic de LRF dans 1'hypothalamus médiobasal en phase folliculaire
moyenne, suivi d'une augmentation du LRF dans 1'hypothalamus antérieur qui se
maintiendra jusqu'd 1'ovulation (10 animaux). Ce pic de LRF pourrait correspondre
a celui observé dans le plasma chez la femme par MIYAKE et coll. (1980) et dont
ils faisaient remarquer qu'il n'avait pas lieu le jour du pic de LH mais dans le
ou les jours qui précédent, ou encore aux taux de LRF élevés trouvés par les
auteurs précités chez le rat dans 1'hypothalamus médiobasal ou dans le sang tdt
le matin du prooestrus. Ce LRF pourrait alors effectuer une premiére sensibilisa-
tion de la préhypophyse @ une action ultérieure du décapeptide. En effet, il a
été démontré que la sensibilité de la glande pituitaire au LRF était accrue avant
et pendant le pic préovulatoire de LH (AIYER et coll. 1974), mécanisme qui pour-
rait €tre initié par 1'augmentation des taux sanguins de 17 B-oestradiol (ARIMURA
et SCHALLY 1971, COOPER et coll. 1974, SARRAR et FINK, 1979) mais qui résulterait
de 1'action du LRF lui~méme (GORDON et REICHLIN 1974, ARAKI et coll. 1975, FINK
et coll. 1976, PICKERING et FINK 1979).

Chez le rat, les auteurs ont tous constaté& une chute du LRF
hypothalamique et sanguin avant la décharge de LH. Certains ont décrit un nouveau
pic du LRF dans 1'hypothalamus médiobasal et le sang au moment de la décharge de
LH (KALRA et KALRA 1977, BARR et BARRACLOUGH 1978).

Chez le cobaye, nous observons des variations comparables 3 ces
derniers résultats. En effet, aprés une baisse du LRF en fin de prooestrus II et
en début d'oestrus, il se produit un second pic, précédant de peu l'augmentation
des taux de LH antéhypophysaire et la cession de cette LH dans le sang. Ceci est
en accord avec les résultats de WEBB et coll.(1981) qui montrent que la sécrétion
de LH par la glande pituitaire requiert la présence continuelle de LRF pendant
toute la phase ascendante du pic préovulatoire.

Ce pic n'est pas observé chez la femme par MIYAKE et coll. (1980)
mais ces auteurs n'excluent pas 1'éventualité de ne pas avoir effectué un préléve-

ment exactement au bon moment.

On sait que la réponse de l'antéhypophyse pour la rapidité, 1'in-
tensité et la durée de la sécrétion de LH est fonction de l'intensité et de la
durée de la décharge de LRF. Cependant, aprés une exposition prolongée au LRF,

les taux de LH plasmatiques diminuent, ce qui pourrait laisser supposer que la
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glande pituitaire devient réfractaire 3 la stimulation par le LRF (PIPER et coll.
1975, BLAKE 1976, de KONING et coll. 1978). En fait, SHERWOOD et coll. (1980)ont
montré qu'au contraire 1'hypophyse répondait alors 3 une nouvelle injection de
LRF de fagon beaucoup plus rapide et plus intense que lors de la premiére stimu-—
lation (qui avait eu lieu 6 h avant) ; travaux concordants avec ceux de AIYER et

coll. (1973), CASTRO-VASQUEZ et Mc CANN (1975)

Les mécanismes pourraient &tre rapprochés de nos observations
concernant 1'élévation i deux reprises des taux de LRF dans la période préovula-
toire.

Le second pic de LRF accuse une légére diminution au moment du
maximum de la décharge de LH, mais il se maintient encore relativement élevé
jusqu'd l'ovulation.

Il s'effondre 3 des taux trés bas,jamais atteints au cours du

cycle,d 1'ovulation, peu aprés le pic préovulatoire de progestérone.

La décharge du LRF dans le sang portal s'effectuerait de fagon
pulsatile (CARMEL et coll. 1976, BARR et BARRACLOUGH 1978).

Les quantités de LRF nécessaires pour induire un pic de la LH
sont trés faibles par rapport aux quantités stockées dans l'hypothalamus (¥ 2 p.
100) (SHERWOOD et coll., 1980L Au cours du pic spontané préovulatoire de LH chez le
rat, les concentrations maximales en LRF dans le sang portal sont de 150 pg/ml
avec une vitesse de sécrétion approximative de 65 pg/h (SARKAR et coll. 1976) et
chez le lapin, la cession de 30 3 45 pg de LRF/ml dans le sang bortal provoque
cette décharge de LH (TSOU et coll. 1977).

I1 est possible que, comme pour les hormones neurchypophysaires
(SACHS et coll. 1969, THORN 19Y70), seule une petite partie du LRF stockée soit
excrétable. De plus, la sortie du LRF pourrait &tre stoppée par 1l'inactivation de
la perméabilité membranaire aux ions Ca?* (BAKER et RINK 1975, NORDMANN 1976),
résultant d'une diminution de l'activité &lectrique des neurones 3 LRF (qui pour-
rait 8tre la conséquence de l'action de neurotransmetteurs classiques : sérotonine...
ou de neuropeptides : enképhalines ...). En outre, des facteurs extrinséques,
telle la progestérone (SARKAR et FINK 1979) seraient également capables "d'éteindre"

la décharge de LRF ou de limiter son amplitude.

La progestérone exercerait une action biphasique sur la décharge
préovulatoire de la LH, d'abord facilitante, puis inhibitrice. Chez le singe, 1'in-

jection de progestérone avance le pic préovulatoire de LH mais en diminue
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1'amplitude de 50 p. 100 par rapport 3 l'effet obtenu par l'injection d'oestradiol
uniquement (HELMOND et coll. 1981). Aprés avoir accéléré la sécrétion de gonado-

trophine, la progestérone en réduirait la durée.

Les sites de 1'action inhibitrice se localiseraient dans le sys—
téme nerveux central (hypothalamus médiobasal et peut—&tre aire préoptique)
(BLAKE 1977, De PAOLO et BARRACLOUGH 1979, GOODMAN et KNOBIL 1981) ; cette action
pourrait consister em un blocage de la rétroaction positive de 1l'oestradiol
(AXELSON et coll, 1981) mais il faut noter que ATTARDI 1981 n'a pas trouvé de
diminution significative du nombre des récepteurs aux oestrogénes dans l'aire
hypothalamique préoptique aprés injection de progestérone ; il est donc peu pro-
bable que cette action s'exerce sous la forme d'une compétition pour la fixation
sur les récepteurs.

Etant donné que l'injection de progestérone seule ne stimule

pas la cession de LRF (SARKAR et FINK 1979) l'effet facilitant s'exercerait essen-—
tiellement directement sur la préhypophyse par une potentialisation du mécanisme
de sensibilisation de 1'hypophyse au LRF par les oestrogénes (SHAW et coll. 1975,
LASLEY et coll. 1975, LAGACE et coll. 1980).

L'importance d'une rétroaction positive de l'oestradiol dans
le phénoméne de l'ovulation est, 3 l'heure actuelle, incontestée., Cette action
s'exerce d'une part sur 1'hypophyse, par une augmentation de sa sensibilité au
LRF (SCHALLY et coll. 1973, DROUIN et coll. 1976), d'autre part au niveau du
cerveau.

Chez le cobaye, nous observons une augmentation des taux d'oes-
tradiol circulant en fin de dicestrus et en début de prooestrus I, précédant et

accompagnant les décharges préovulatoires de LRF.

La progestérone et l'oestradiol pourraient avoir une action
synergique sur la sensibilisation de 1'antéhypophyse au LRF, mais, dans la majo-
rité des cas, 1'élévation importante de la progestérone ne précéde pas la décharge
ovulatoire de LH mais est simultanée ou lui succéde (YUSSMAN et coll. 1970,
BARRACLOUGH et coll. 1971, PIACSEK et coll. 1971).

Chez le cobaye, nous avons trouvé (CROIX et FRANCHIMONT 1975)
que le pic de progestérone atteignait son maximum le plus souvent avec un retard
par rapport au pic de LH. Ceci a été confirmé par BLATCHLEY et coll. (1976} Ll faut
cependant notexr que ce pic est le plus souvent aussi déja amorcé lorsque débute

la décharge de LH.
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Chez le singe é&cureuil, nous constatons que la progestérone

s'éleve également aprés que le pic ovulatoire de LH ne soit déclenché.

Cependant, et de fagon surtout nette chez le singe, une augmen-
tation trés modérée de la progest@rone, suivie d'un retour immédiat 3 la normale,
est observée juste avant que les taux hypothalamiques de LRF ne commencent a
s'élever en phase folliculaire moyenne chez le singe écureuil et en début de pro-
oestrus II chez le cobaye. Cette variation de la progestérone, bien que modérée
(et vérifiée que chez peu d'animaux pour le cobaye), joue peut-€tre un rdle sur
1'induction de la premiére élévation du LRF qui aurait pour effet une primo-sen-~
sibilisation et qui n'est d'ailleurs accompagnée que d'une élévation faible de

la LH sérique.

Ainsi que KALRA et KALRA (1977) chez le rat, nous observons des
taux élevés de LRF dans les autres phases du cycle oestral (notamment en post-—
oestrus et en fin de diocestrus) associés 3 des concentrations faibles de la LH
sérique. Ceci se congoit trés bien étant donné que les taux d'oestradiol sont

alors trop faibles pour pouvoir sensibiliser 1'hypophyse & l'action du LRF.

Certains récepteurs hypothalamiques aux oestrogénes semblent
davantage impliqués dans la régulation de la sécrétion de FSH que de celle de LH;
de plus, la stimulation électrochimique de 1'aire hypothalamique dorsale anté-

rieure provoque une sécrétion sélective de la FSH (BARRACLOUGH et coll. 1979).

Chez le cobaye, nous avons mis en &vidence une dissociation trés
nette des taux sériques de LH et de FSH dans divers états biologiques : cycle
oestral (CROIX et FRANCHIMONT 1975, confirmée par BLATCHLEY et coll., 1976), pé~
riode postnatale (CROIX 1976 a), castration, oii, chez le mdle, les concentrations
sériques en FSH s'élévent rapidement de facon hautement significative alors que
celles en LH n'augmentent qu'aprés un délai de 48 heures et d'une facon beaucoup
plus modérée (CROIX 1977 a) ; une dissociation des taux de FSH et de LH au cours
de 1'induction de 1l'ovulation par le coit a &également été mise en évidence chez
le lapin (DUFY-BARBE et coll. 1973) ; en outre, on sait que le LRF a une action
FSH-RF relativement faible, en effet nous avons obtenu, par l'injection de.LRF
chez le cobaye male, une augmentation des taux de la LH quatre fois plus impor-

tante que celle de 1la FSH,

Pour expliquer ces données, deux hypothéses sont possibles :
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~ 50it qu'il existe un FSH-RF différent du LRF
- soit que la réponse de 1'hypophyse au LRI (par la sécrétion soit de LH, soit de

FSH) dépende du mode par lequel le LRF se¢ présente 3 1'hypophyse,

BARRACLOUGH et coll.(1979) ont montré que des stimulations électriques fréquentes
et de faible intensité, afin de maintenir une décharge de LRF prolongée mais peu
importante, dans l'aire préoptique médiane, provoquent une augmentation sélective
de 1la sécrétion de FSH alors que la stimulation de cette région provoque généra-
lement une décharge importante de LRF et de LH (TURGEON et BARRACLOUGH 1973).

Ces résultats permettent de retenir la deuxiéme hypothése avec
1'existence d'un RF commun & la LH et 3 la FSH.

La sécrétion de la LH par 1'antéhypophyse nécessiterait une

forte et brusque décharge de LRF alors que la sécrétion de la FSH serait induite

par des concentrations en LRF relativement faibles mais prolongées.

Les taux trds importants de FSH postovulatoires seraient la
conséquence de l'altération de la sécrétion des stéroldes ovariens, et donc de
1'inhibition qu'ils exergaient sur la sécrétion tonique, mais aussi (et cela semble
8tre obligatoire chez la brebis : GOODMAN et coll. 1981) de la suppression de la
sécrétion par 1'ovaire d'une substance ressemblant beaucoup par ses propriétés a
un facteur protéinique d'origine testiculaire :1'inhibine contenue dans le liquide
séminal (SETCHELL et SIRINATHSINGHJI 1972, FRANCHIMONT 1972, FRANCHIMONT et coll.
1975 a-b, 1979). Cette substance a été isolée du liquide folliculaire (LORENZEN
et coll. 1978), elle a une action inhibitrice préférentiellement sur la FSH mais
aussi, dans certaines circonstances, sur la LH. Elle agirait principalement sur
1'hypophyse mais pourrait peut—€tre aussil agir au niveau du systéme nerveux cen-
tral : en effet, chez le mdle, il a été mis en évidence des sites d'action hypo-

thalamiques de 1'inhibine (LUMPKIN et coll. 1981).

Une telle augmentation de FSH est peut-&tre nécessaire a 1l'ini-
tiation de la future phase folliculaire.

Lors de la maturation des follicules, les récepteurs membranaires
de leur théque interne et des cellules de la granulosa deviendront aptes a répondre
34 la concentration basale de LH en provoquant 1'augmentation des taux d'oestrogénes

circulants en fin de dioestrus.

On a découvert, en outre, dans le liquide folliculaire ovarien,
une nouvelle substance peptidique (PM < 3500), probablement élaborée par les cel-

lules de la granulosa, différente du LRF (non reconnue par des antisérums anti LRF
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mais dont 1'action est inhibé&e par un antagoniste du LRF) capable d'activer la
sécrétion de LH et de FSH in vivo, ou in vitro sur des cultures de cellules, et
dont l'action peut s'additionner 3 celle du LRF. A maturité, les follicules con-
tiennent davantage de cette substance, la gonadocrinine, que les autres follicules

moins développés (YING et coll. 1981).

La LH exerceralt elle-méme un rétrocontrdle négatif ; rétrocon-
tr6le dont le site d'action n'est pas 1'hypophyse : TURGEON et BARRACLOUGH (1976,
1977), BARRACLOUGH et coll. (1979), ont suggéré le fait que la LH pourrait agir, par
1'intermédiaire de neurones & catécholamines sur la sécrétion des neurones a LRF et
également qu'elle pourrait activer des endopeptidases hypothalamiques ; en effet
la LH (3 la différence de la FSH ou de 1'ACTH) peut augmenter l'activité de la
L-cystine arylamidase hypothalamique (peptidase capable de dégrader le LRF,
KUHL et TAUBERT 1975 a-b), mais ceci & condition que l'hypothalamus ait été au
préalable exposé aux oestrogénes et A4 la progestérone.

Cette hypothése serait évidemment séduisante pour expliquer la
chute dramatique de LRF que nous observons surtout chez le cobaye au moment de

1'ovulation.

Le LRF stimulerait la sécrétion de la LH et de la FSH par 1l'in-
termédiaire d'une activation de l'adénylate cyclase et 1'accumulation d'AMP cy-

clique dans 1'antéhypophyse (BORGEAT et coll. 1972, 1974),

A la différence de NAFTOLIN et coll. (1972)et de CHIAPPA et FINK
(1977, qui n'ont pas observé,chez le rat, de modifications des taux de la LH hypo-
physaire lors de la décharge spontanée préovulatoire, mais en accord avec
SCHWARTZ (1964) et plus récemment SOLANO et coll. (1980) qui, également chez le
rat, observent une augmentation des taux de LH pituitaire 6 h avant la décharge
sérique, nous avons observé, chez le cobaye, un contenu en LH de 1'hypophyse mul-
tiplié par 4, juste aprés le pic préovulatoire de LRF et précédant de peu la
décharge de LH dans le sérum (€lévation d'un facteur 8). Cette LH préovulatoire
cédée par 1l'hypophyse, aurait une activité biologique particuliérement élevée
(DUFAU et coll. 1977 chez les primates, SOLANO et coll. 1980 chez le rat), ceci
serait le résultat de 1l'action des taux élevés d'oestrogénes sur la glande pitui-
taire (GARCIA-VELA et SOLANO 1980). I1 faut noter que le nombre de récepteurs ova-
riens d& la LH (et 3 la FSH) qui était maximal, chez le rat, 2 h avant le pic de LH,

chute 2 3 4 h apré@s ce pic (SOLANO et coll. 1980).
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Chez le cobaye, nous ne constatons pas d'augmentation des taux
de la FSH hypophysaire précédant la décharge dans le sang, mais au contraire, une
diminu;ion qui est amorcée nettement avant cette décharge. Etant donné 1l'impor-
tance du pic de FSH sérique (il peut atteindre 300 ng/ml soit 3 fois plus que la
LH) et la quantité relativement faible de FSH hypophysaire (dosable par radio-
immunologie) disponible en prooestrus (= 10 pg/hypophyse soit 3 fois moins que la
LH) il est étonnant qu'il n'y ait pas, comme pour la LH, un stockage avant la
brusque cession dans le sang. De plus, la décharge de FSH dans le sang est d'une
durée trés longue et il faut remarquer que 1'hypophyse compense trés vite cette
fuite continuelle de la FSH,

CHAPPEL 1981, a décrit dans 1'hypophyse du hamster, deux espéces
de FSH; 1'une é€tant capable de se fixer & la concanavaline A (FSH liable) 1l'autre
non (FSH non liable). Pendant le prooestrus, le pourcentage de la "FSH non liable"
augmente pendant que celui de la "FSH liable'" décroit, de telle sorte que le rap-
port NL/L passe de 0,11 en début de prooestrus 4 0,75 juste avant la décharge de
FSH dans le sang. Ce rapport chute pendant la décharge de FSH ; la FSH trouvée
dans le sérum est alors la forme "non liable", qui semble représenter la forme
sous laquelle la FSH est cédée par l'hypophyse.

Ces deux types de FSH, séparées par chromatographie sur Sépha-
rose, présentent les mémes caractéristiques pour se fixer sur les récepteurs des

cellules de la granulosa ou en dosages radio-immunologiques.

De méme que CHAPPEL (1981) chez le hamster, nous observons, chez
le cobaye, une diminution de la FSH hypophysaire totale avant que n'apparaisse

une augmentation des concentrations sériques.

Ceci peut correspondre 3 deux hypothéses :

- soit que la cession de la FSH dans le sang est déjd amorcée mais que les cellules
hypophysaires ne sont pas encore suffisamment stimulées pour assurer un renou-—
vellement rapide et qu'en fait la quantité de FSH cé&d&e reste relativement
faible ; diluée dans la circulation générale, elle ne fait pas apparaitre alors
de différences de concentrations significativeé.

- soit qu'il y ait d'abord une phase de transformation "FSH liable'" ~-» "FSH non
liable" et que notre antisérum ne serait pas capable de reconnaltre la totalité
de cette FSH transformée dans 1l'hypophyse.,

Mais cela supposerait que la "FSH non liable" dans 1l'hypophyse aurait, & un moment

donné, une configuration quelque peu différente de celle qu'elle a dans le sang.
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Bien que légérement inférieurs, les taux du LRF hypothalamique
total dosable par radio-immunologie, du cobaye sont assez proches de ceux trouvés
chez le rat par KALRA et KALRA (1977), BARR et BARRACLOUGH (1978), OSHIMA et coll.
(1978), De méme, durant le diocestrus le LRF des zones rostrales représente en

moyenne 20 p. 100 du LRF hypothalamique total.

Mais chez le cobaye, d'une part les expériences de déconnexions
et de destructions (SILVERMAN 1976, KREY et SILVERMAN 1978) seraient en faveur
d'une plus faible participation des neurones rostraux au tractus hypothalamo-
infundibulaire que chez le rat (SETALO et coll. 1976), d'autre part, alors que
chez le rat la déafférentation totale de 1'hypothalamus médiobasal provoque un
blocage de 1'ovulation (HALASZ et GORSKI 1967), chez le cobaye, elle n'empéche
pas la décharge ovulatoire de gonadotrophines de se produire (TERASAWA et WIEGAND
1978), laissant supposer que 1'hypothalamus médiobasal isolé contient des neurones
a LRF capables de maintenir cette décharge cyclique. Des déafférentations excluant
le noyau ventromédian de 1'hypothalamus médiobasal et endommageant le noyau arqué
bloquent l'ovulation, ce qui prouve le rdle obligatoire de 1l'hypothalamus médio-
basal. Mais des déafférentations rostrales au noyau suprachiasmatique (endomma-
geant 1'aire hypothalamique préoptique médiane) et laissant intact 1'hypothalamus
médiobasal, bloquent également 1'ovulation alors que des déafférentations caudales
au noyau suprachiasmatique (ne touchant pas 1'aire hypothalamique préoptique mé-
diane) permettent l'ovulation. Ceci peut s'expliquer soit par le fait que les neu-
rones de l'hypothalamus médiobasal seraient modulés par des afférences provenant
de 1’aire hypothalamique préoptique médiane et de zones extrahypothalamiques
(exergant des influences se 'contre-balangant' plus ou moins, pour atteindre un
équilibre que les expériences de déafférentations partielles - ou de destructions-
détruisent), soit que cette région contienne des neurones i LRF, dont le rSle est
primordial dans la décharge cyclique de LH, ind&pendants de 1'hypothalamus médio-
basal.

La premiére hypothése attribue, i priori, la responsabilité de
la décharge cyclique de LH aux neurones a LRF de 1'hypothalamus médiobasal, tandis
que la deuxiéme hypothése justifie le rdle des neurones du tractus préoptico-
terminal mais exclut l'intervention des neurones rostraux qui se projettent dans

1'éminence médiane.

Or, suite aux travaux de BARRY et DUBOIS (1974 b)qui ont observé,
en immunofluorescence, des variations de charge des neurones & LRF au cours du

cycle oestral, nous avons décrit (JENNES et CROIX 1980) des changements du LRF
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(visible également par des techniques d'immunofluorescence) dans la lame terminale
aussi bicn que dans 1'éminence médiane aprés la parturition : on note en effet une
diminution de réactivité dans la lame terminale 3 h aprés la parturition, juste

au moment ol, dans le sérum, se produit une décharge de LH présentant toutes les
caractéristiques d'une décharge préovulatoire (amplitude, durée, non accompagnée
d'une augmentation de FSH), et un maximum d'extinction de 1'immunoréactivité

dans 1'éminence médiane un peu plus tardif (aprés 12 h).

En outre, par les dosages radio-immunologiques du LRF dans les
fractions hypothalamiques, nous montrons que le contenu en LRF de 1'hypothalamus
antérieur subit des modifications considérables dans la période périovulatoire,
proportionnellement plus marquées que celles de 1'hypothalamus médiobasal et
serait donc, comme chez le rat, susceptible de jouer un rdle important dans la
régulation de la sécrétion cyclique de la LH.

De plus, les variations respectives des taux de LRF en prooestrus
et en oestrus dans l'hypothalamus antérieur et 1'hypothalamus médiobasal s'effec-
tuent dans des proportions assez identiques 3 celles observées chez le rat par
OSHIMA et coll. 1978, ce qui laisserait supposer une participation de 1l'hypotha-
lamus antérieur a4 la sécrétion cyclique de LH du méme ordre de grandeur dans ces

deux espéces.

En fait, il est possible que le LRF élaboré par les neurones
de l'hypothalamus antérieur joue essentiellement un rSle de neurotransmetteur
(en effet, le LRF est efficace en tant que neurotransmetteur ou que modulateur,
Réf. dans MOSS et coll. 1975, RENAUD et coll. 1976, RICHARD et coll. 1978), in-—
fluengant la sécrétion du LRF par une action directe sur les cellules du noyau
arqué et/ou indirectement par 1'intermédiaire des cellules des systémes choliner-
giques et aminergiques. Rentrant alors dans un circuit de régulation aux impul-
sions multiples (positives et négatives), on peut comprendre que lorsqu'on les
annihile, dans certains cas, il puisse y avoir un phénoméne de compensation suf-

fisant pour rétablir 1'équilibre et que dans d'autres cas il y ait échec.
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Ches les Primates, les neurones 4 LRF sont répartis principa-
lement dans 1'hypothalamus médiobasal, donnant naissance au tractus hypothalamo-—
infundibulaire et dans l'hypothalamus rostral, donnant naissance au tractus pré-
optico-terminal (BARRY et CARETTE 1975, HOFFMAN et coll. 1978, SILVERMAN et coll.
1977, ZIMMERMAN et LOBO-ANTONES 1976, BARRY 1976 ¢, 1977). A la différence des
autres espéces, il existe peu de fibres du tractus hypothalamo-infundibulaire
provenant de neurones situés dans 1'hypothalamus rostral (BARRY 1979 a). D'autre
part, l'hypothalamus médiobasal semble responsable de la sécrétion cyclique de 1la
LH (FERIN et coll. 1977, HESS et coll. 1977, KARSCH et coll. 1973, KNOBIL 1974,
KREY et coll. 1975).

En outre, alors que les récepteurs aux oestrogénes sont nombreux
dans 1'hypothalamus antérieur chez les autres espéces, chez les Primates, la
majeure partie de ces récepteurs sont localisés dans 1l'hypothalamus médiobasal
(KEEFER et STUMPF 1975, PFAFF et coll. 1976, WAREMBOURG 1977), y compris ceux qui
interviennent dans le contrdle de la sécrétion de LH chez le singe Rhésus femelle
(FERIN et coll. 1974). I1 faut noter, toutefois, que quelques récepteurs ont été
décrits dans 1'aire préoptique (PFAFF et coll. 1976).

Des 1ésions de 1'hypothalamus antérieur (NORMAN et coll. 1976)
ou sa déafférentation (KOYAMA et coll. 1977) peuvent cependant supprimer 1'ovula-
tion et affecter la réponse en LH 3 1'administration de LRF.

Ainsi, chez le babouin femelle, HAGINO (1980) a constaté une
premi&re augmentation de la LH circulante 15 minutes aprés 1l'injection de 100 pg
de LRF, puis une seconde élévation des taux de LH 90 minutes aprés (alors que le
LRF injecté n'est plus détectable dans le sang) ; or, les animaux dont l'hypotha-.
lamus rostral a été déconnecté, ne présentent pas ce second pic de LH (bien que
leurs taux d'oestradiol se soient élevés, 30 minutes aprés l'injection, de la
méme fagon que ceux des singes n'ayant pas de déafférentation frontale).

Les expériences de stimulations semblent également confirmer le
r0le de l'hypothalamus rostral dans la régulation de la sé&crétion de la LH (SPIES
et coll. 1977).

Les résultats de nos dosages, chez le singe écureuil, semblent
montrer (une restriction doit &tre faite car cette observation n'a pu €tre effec~
tuée que sur 3 animaux) qu'en phase folliculaire moyenne, il existe tout d'abord
un pic de LRF dans l'hypothalamus médiobasal. Ce pic est passager et il est suivi

d'une augmentation nette du LRF dans 1'hypothalamus antérieur, Une telle mise en
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charge est également observée dans la lame terminale en immunofluorescence par
BARRY (1979 b) et montre 1'importance du tractus préoptico—terminal dans la dé-

charge cyclique des gonadotrophines chez cette espéce.

I1 se pourrait qu'il y ait tout d'abord, sous l'effet des sté-
roides, une activation principalement des neurones de 1'hypothalamus médiobasal ;
cette activation, outre une premiére sensibilisation de 1'hypophyse, déclencherait
un signal stimulant 3 leur tour les neuroncs du tractus préoptico-terminal ; la
stimulation de ces neurones conduisant alors 3 la sécrétion d'une quantité de LRF
faible mais durable ; il peut s'agir de LRF destiné également A présensibiliser
1'hypophyse (mais il devrait alors agir & 1'état extrémement dilué) ou de LRF
dont l'action serait celle d'un neuromodulateur (levant par exemple une inhibition
dans une zone hypothalamique ol il pourrait accéder telle 1'aire préoptique, ou
1'aire péricommissurale rostrale) et rentrerait ainsi dans le circuit de régula-
tions dans lequel sont impliqués les autres neurotransmetteurs (avec des effets
compensateurs possibles, expliquant les résultats divers des expériences de déaf-
férentations et de destructions).

La deuxiéme décharge de LRF, proche de 1'ovulation, pourrait €tre principalement

le fait d'une seconde impulsion sur les neurones a LRF "stéroido-répondants".

Chez le cobaye, d'aprés nos dosages, un tel schéma serait éga-
lement possible bien que le décalage que nous observons chez le singe entre la
stimulation des neurones & LRF participant au tractus hypothalamo-infundibulaire
et celle des neurones du t;actus préoptico-terminal n'apparaisse pas ; en effet
celle-ci est peut-&tre masquée par la localisation antérieure des corps cellu-
laires de la plupart des neurones sur lesquels s'exercerait la rétroaction positive

des oestrogénes en relation avec le déclenchement de 1l'ovulation.
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Durant la plus grande partie du cycle oestral, chez le cobaye,
un rythme circadien de la sécrétion de 1'ACTH semble &tre maintenu ainsi, d'ail-

leurs, qu'un rythme circadien de la sécrétion du cortisol.

En effet, on sait que si le rythme de la glande surrénale n'est
pas dépendant du rythme circadien des taux plasmatiques d'ACTH, il est normalement
en phase avec lui, amplifiant ainsi la réponse de la production d'hormones sté-
roides.

Ce rythme de la glande surrénale n'est pas di & des variatioms
de la capacité de la glande i synthétiser des stéroides, mais 3 des variations
de sa sensibilité@ a 1'ACTH (soit qu'il y ait des modifications de la configura-

tion des récepteurs sur la membrane cellulaire, soit qu'il existe un rythme de

1'activation de l'adénylate cyclase) (MASANORI et coll, 1981).

Bien que le cobaye domestique ait tendance & avoir le mode de
vie des animaux diurnes, ce rythme circadien, avec des valeurs minimales le matin
et maximales en fin d'aprés-midi, se rapproche de celui que 1l'on trouve chez le
rat et les espéces nocturnes ; en fait, le cobaye a &té décrit par ROOD (1972)
comme &tant un animal crépusculaire ; chez 1'homme et les espéces diurnes

(KRIEGER 1979) les valeurs sont élevées tdt le matin et minimales le soir.

Durant le prooestrus et l'oestrus, le rythme circadien est mas-
qué par des variations trés importantes, tant des taux d'ACTH (décharges pulsa-

tiles de grandes amplitudes), que des taux de cortisol.

I1 faut noter cependant que dans nos expériences, nous dosons
le cortisol total, or une grande partie du cortisol est sous forme liée. Approxi-
mativement 70 p. 100 sont liés & la CBG avec une affinité trés grande ; néanmoins
d'autres stéroides, principalement la progestérone, sont capables de se fixer a

la CBG de facon compétitive (CHAN and SLAUNWHITE 1977, STROUPE et coll. 1978)

we

mais il n'y a guére que pendant la gestation que les taux de progestérone circu-
lante sont assez élevés pour perturber 1l'équilibre normal cortisoi libre/cortisol-
CBG.

Bien que chez le rat, il se pourrait que le complexe cortico-
stérone~CBG puisse passer directement dans la cellule hépatique par pinocytose,
se dissocier ensuite et stimuler alors la production d'alanine ou de tyrosine
aminotransférases hépatiques (KELLER et coll. 1969, ROSNER 1972), seuls la cortico-

stérone ou le cortisol déja libres pourraient agir au niveau d'autres organes tel
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le pancréas, ou seraient effectifs gur les centres hypothalamiques pour exercer
un rétrocontrdle négatif sur la production de 1'ACTH (FORTIER et coll. 1970).

En principe, la CBG joue d'une part un rdle protecteur en pré-
servant le cortisol d'une élimination trop rapide dans les urines, d'autre part
un rdle de tampon en maintenant les taux de cortisol libre relativement constants
(atténuant ainsi les variations de la sécrition de cortisol par la glande surré-
nale sous 1'influence de la sécrétion épisodique d'ACTH).

Etant donné que les oestrogénes exogénes stimulent la synthése
de CBG (48 h aprés leur administration) et que ceci a pour conséquence une aug-
mentation des taux de cortisol 1ié (et du cortisol total), alors que la fraction !
libre n'augmenterait que peu ou pas (MILLS et coll. 1960 ; DOE et coll. 1960 ;
BRIEN 1975), il se pose le probléme de savoir quel est le rOle joué par les oes-—
trogénes endogénes sur les variations des taux de cortisol que nous observons
dans nos expériences et si ces variations ne sont pas uniquement le fait de modi-
fications des taux de cortisol lié inactif.

Durant la gestation, les taux de CBG augmentent parallélement
i 1'augmentation, dans le sang, des 17-hydroxycorticostéroides ; cette augmenta-
tion des taux de CBG est alors bien due & une &lévation des taux d'oestradiol et
d'oestrone, mais,chez la femme, i1 faut une él&vation dépassant un seuil de 1300
pg/ml d'oestradiol et/ou 500 pg/ml d'oestrone pour qu'elle ait un effet sur la
CBG (MOORE et coll. 1978 a). L'importance de ces valeurs, qui ne sont pas atteintes
au cours du cycle oestral (chez la femme, valeurs maximales de 1'ordre de 500 pg/ml
FRANCHIMONT 1972, 1973), explique le fait qu'il n'y ait généralement pas de diffé-
rences significatives observées entre les taux de la CBG chez les mdles et les
femelles, sauf chez le rat ol des taux plus &levés ont &té trouvés chez les fe-
melles par OTTENWELLER et coll.(1979).

Néanmoins ANGELI et coll. 1977, ont noté des valeurs de la CBG
plus importantes durant la phase lutéale du cycle menstruel chez la femme (capa-
cité de fixation de 23,3 & 26,8 ug cortisol/lOO ml plasma) que durant la phase
préfolliculaire (18,3 a 20,1 ug/100 ml) mais il se pourrait que la progesté&rone
ait interféré dans leur dosage, en effet, ¢galement chez la femme, DURBER et coll.
(1976) et MOORE et coll. (1978 b), n'ont pas constaté de telles variations.

Au cours du cycle oeétrai chez le cobaye, 1'élévation importante
de l'oestradiol s'effectue en fin de dioestrus, 1l'augmentation du cortisol se pro-
duit en fin de prooestrus, 2 jours plus tard, c'est-d-dire dans des délais qui
pourraient correspondre 3 une augmentation des taux de la CBG.

Cependant, d'une part les concentrations maximales en oestradiol

que nous trouvons en fin de dioestrus dans la circulation générale sont de
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70 pg/ml. (JOSHI et coll. 1973, dans le sang de la veine ovarienne, trouvent des
concentrations maximales de 1'ordre de 200 pg d'oestradiol/ml et de 150 pg d'oes-
trone/ml) ; ces valeurs restent donc relativement faibles et il est peu probable
qu'elles puissent provoquer une augmentation importante de la CBG.

D'autre part 1'élévation des taux de cortisol en prooestrus est
presque simultanée (légérement postérieure) aux décharges importantes d'ACTH et
semble donc bien €tre la conséquence directe de celles—ci. Ces résultats sont en
accord avec ceux de RAPS et coll. 1971, PHILLIPS et POOLSANGUAN 1978 (augmenta-
tion de la corticosté@rone en prooestrus chez le rat), BUCKINGHAM et coll. 1978
chez le rat (augmentation de 1'ACTH et de la corticostérone en prooestrus) et
ceux de NICHOLS et CHEVINS (1981) qui, chez la souris, constatent également une

élévation de la corticostérone en prooestrus,

Chez le cobaye, nous avons étudié plué précisément le moment de
1'ovulation ; ainsi, peu avant 1'ovulation, et ceci quelle que soit 1'heure &
laquelle elle se produit, les taux d'ACTH chutent ; les taux de cortisol sont alors
encore élevés mais 3 1'ovulation, ils sont effondrés chez tous les animaux (et ceci
également quelle que soit 1'heure). Les variations de 1'ACTH et du cortisol sem-

blent donc €tre parfaitement synchronisées.

Avant que BUCKINGHAM et coll. (1978)n'aient montré que les taux
d'ACTH étaient encore élevés dans 1'aprés-midi du prooestrus chez le rat, PHILLIPS
et POOLSANGUAN (1 978) avaient émis 1'hypothése que la maintenance des taux de corti-
costérone sanguins serait alors due A la décharge de LH., Méme s'il n'est plus
utile de retenir cette hypothése, il est intéressant de noter que ces auteurs ont
obtenu, par injection intraveineuse de LH & des rates en metoestrus, une augmenta-
tion de la corticostérone plasmatique (en | a 2 minutes alors que 1'ACTH nécessite
un minimum de 3 minutes), confirmant les résultats de VINSON et coll. (1976)qui,

in vitro, avaient montré que la LH stimulait la production de corticostérone.

Si les oestrogénes jouent un rOle dans 1'augmentation préovula-
toire des taux de cortisol, ce ne serait pas par 1'intermédiaire d'une action sur
la CBG mais plutdt par une action directe sur la sécrétion d'ACTH (les travaux de
KITAY 1963, COYNE et KITAY 1969, indiquent qu'ils pourraient stimuler la biosyn-
thése de 1'ACTH et accroitre la sensibilité de 1'hypophyse au CRF ; mais
BUCKINGHAM et HODGES(1977) n'ont pas confirmé ces résultats) ou par une action sur

les centres nerveux et 1l'hypothalamus dont dépend la production de CRF.
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I1 faut noter que peu aprés 1l'ovulation et surtout en début de
postoestrus, les taux d'ACTH reprennent momentanément des valeurs €levées ; ceci
peut étre la conséquence de l'effondrement du cortisol circulant et donc de la

levée de 1l'inhibition qu'il pouvait exercer sur la production de 1'ACTH.

L'ensemble de ces résultats montre que chez le cobaye, parallé-
lement 4 1'activité "LRF" et 3 celle de 1'axe gonadotrope, il semble bien y avoir
une activité trés importante de l'axe corticotrope en relation avec la période de

1'ovulation et 1l'ovulation elle-méme.
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Chez le singe écureuil, les taux de cortisol sanguins sont
inhabituellement élevés par rapport aux autres espéces. WILSON et coll. (1978)
donnent une concentration moyenne de 112,8 + 4,8 1ug/100 ml chez le mdle avec des
valeurs extrémes, dues 3 des variations individuelles (et non 3 un rythme circa-
dien) trés éloignées (18,4 ug/100 ml et 332 ug/100 ml), COE et coll. (1978) don-
nent des valeurs de 181 (67 - 322) ug/100 ml chez le midle et 103 (37-220) upg/100 ml
chez la femelle non stressés, 248 ug/100 ml et 174 ug/100 ml chez les animaux
stressés. (Il faut remarquer que ces auteurs trouvent des valeurs plus faibles
chez la femelle que chez le mile, & 1'inverse de ce qul se produit chez les autres
espéces, KITAY 1961, PARKES et DEANESLEY 19Y66). BROWN et coll. (1970), ont constaté
des taux moyens de 405 pg/100 ml chez les mdles non stressés, de 672 ug/100 ml
10 minutes aprés capture, et pouvant atteindre 1025 ug/100 ml aprés le stress pro-—

longé provoqué par une immobilisation d'une heure.

, Les valeurs que nous observons chez les femelles au cours du
cycle (335 - 417 pg/100 ml) se rapprochent de celles obtenues par BROWN et coll.
(1970) chez le mdle non stressé.

Toutes ces valeurs sont nettement supérieures a celles décrites
chez le singe Rhésus par MICHAEL et coll. (1974), FELDMANN et BROWN (1976) et chez
1'homme par FAIMAN et WINTER (1971), ol les taux, en dehors du stress, ne dépassent
pas 25 ug/100 ml.

En revanche, d'autres espéces de singes du Nouveau Monde, tels
les marmousets, présentent également des taux de cortisol particuliérement élevés
(YAMAMOTO et coll. 1977).

Chez les singes écureuils males gardés isolés, WILSON et coll.
(1978) ont constaté une augmentation des taux de cortisol (170 + 7,7 ug/100 ml)
laissant supposer un certain stress par la non—adaptation & l'environnement ; pa-
rallélement les variations des taux de cortisol liées au rythme circadien appa-
raissent alors qu'elles sont normalement insignifiantes et il ne se produit pas
de diminution des taux d'androgénes.

Les singes femelles de notre expérimentation ont &té gardés
3d 4 par cage ; les coupes histologiques des ovaires témoignent d'un déroulement
normal du cycle oestral. Cependant, ces animaux, en captivité, sont fort probable-
ment dans un état de stress relatif assez permanent ; de surcroft, il est difficile,
méme lorsque le sacrifice est rapide, d'éviter le stress lors de la capture.

On pourrait s'attendre & trouver des taux d'ACTH plasmatiques

également particulidrement &levés chez le singe &écureuil ; or, ils sont bas :
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22 pg/ml chez le m3le, 37 pg/ml chez la femelle (COE et coll. 1978). En effet,
ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles que nous observons chez le
cobaye alors que les taux de cortisol sont 2,6 3 13 fois plus élevés.

Lors d'un stress important (stress & 1'éther décrit par COE et
coll. 1979, les taux d'ACTH plasmatiques semblent présenter une augmentation
paralléle 3 celle des taux du cortisol (bien que cette augmentation n'atteigne
pas le degré de signification pour tous les animaux) ; or ces mémes auteurs notent
que chez les animaux ayant subi des stress a 1'éther ou des prélévements de sang
répétés au cours de plusieurs semaines, il se produit une augmentation des taux
de base du cortisol, sans qu'il y ait de modifications apparentes des taux d'ACTH.

Ces résultats montrent la difficulté d'évaluer le taux de base
réel du cortisol chez cette espéce et, de ce fait, de mettre en évidence des va-
riations de plus faibles amplitudes que celles produites par le stress.

Bien que les taux de cortisol soient particuliérement élevés et
les taux d'ACTH bas, il n'y a ni hypersensibilité de la glande surrénale 3 1'ACTH
(KITTINGER et BEAMER 1968, BROWN et coll. 1970), ni un ralentissement du catabo-
lisme du cortisol ou une activité accrue de la CBG (SEAL et DOE 1965, BROWN et coll.
1670). Etant donné qu'ENGELAND et DALLMAN (1975) ont montré que des &léments ner-
veux afférents et efférents intervenaient dans la croissance de la surrénale aprés
adrénalectomie unilatérale, on peut supposer 1l'existence d'un mécanisme supplémen-
taire de ce type intervenant dans la régulation de la fonction surrénalienne
(COE et coll. 1978).

Le singe écureuil est donc un animal dont les taux de cortisol

sont particuliérement difficiles & analyser.

I1 ne nous a pas &té possible de mettre en évidence des varia-
tions en relation avec l'ovulation aussi importantes qﬁe celles que nous avons
décrites chez le cobaye. Néanmoins, bien que les résultats n'aient rien de com-
parable en netteté, A ceux que nous obtenons chez le cobaye, il semble se produire
également, chez le singe écureuil, une chute des taux de cortisol au moment de
1'ovulation. Il est possible, donc, que de telles variations existent mais soient
masquées par des taux en permanence plus &levés que la normale (sans toutefois
atteindre les valeurs d'un stress important), en raison des difficultés d'adapta-
tion des animaux aux conditions de captivité, Il est également possible que chez
les Primates, ces variations soient normalement beaucoup plus atténuées que chez

les Rongeurs, expliquant le fait qu'elles n'aient pas été décrites chez la femme.
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CONCLUSTION
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I ~ Mise au point de systemes de dosages radio-immunclogiques de la FSH et de la

LH de Cobaye.

A partir d'antéhypophyses de cobayes dgés de 10-30 jours (&ge
pour lequel les taux de gonadotrophines pituitaires sont élevés), des extraits

FSH et LH de cobaye ont &té préparés, dans les conditions les moins dénaturantes

possibles, par des fractionnements au sulfate d'ammonium et des chromatographies

sur CM cellulose et DEAE cellulose. Nous avons ainsi isolé des fractions d'activité

FSH 30 fois supérieure a celle de 1'extrait non purifié ainsi que des fractionms

enrichies de 40 a4 50 fois en activité LH.

Par ces techniques, les pertes de matériel sont cependant impor-—
tantes, en effet, les rendements sont de 1'ordre de 2 a 3,4 p. 100 pour la FSH et
de 10 p. 100 pour la LH. Le sacrifice d'un nombre trés élevé de cobayes - qu'il
nous était impossible d'obtenir — serait nécessaire pour permettre l'isolement de
fractions FSH et LH dépourvues d'activités contaminantes pouvant &tre utilisées

pour la préparation d'immunsérums spécifiques anti FSH ou anti LH de cobaye.

Nous avons donc dfi chercher des systémes hétérologues de dosages

radio—immunologiques dans lesquels les gonadotrophines de cobaye entraient en

compétition avec le traceur radioactif d'une autre espéce pour se fixer 3 un anti-

sérum. Les fractions que nous avons isolées nous ont permis de mettre en &vidence

une réaction croisée compléte et spécifique entre la FSH et la LH hypophysaires

de cobaye et 1'hormone correspondante de rat dans des systémes comprenant une

hormone marquée FSH ou LH de rat et des antisérums anti FSH ou LH ovines. Ces

dosages radio-immunologiques des gonadotrophines ont été effectués, soit par la
'technique de double précipitation (a 4°C et A température ambiante), soit par la
technique d'immunoadsorption '; leur sensibilité est de 1l'ordre de 0,95 ng de
NIAMD rat FSH RP, pour le dosage de la FSH et de 0,22 ng de NIAMD rat LH RP1

1
pour celui de la LH. Ils ont pu étre adaptés pour le dosage de ces hormones dans

les sérums des cobayes ; des contrdles ont été effectués sur des dilutions de

sérums riches en gonadotrophines, provenant d'animaux castrés ou auxquels du LRF
synthétique avait &té administré. Chez le cobaye, dans nos dosages, il y a analogie
de comportement immunologique entre la FSH et la LH hypophysaires et la FSH et la

LH sériques. Il est possible de détecter 4,3 ng/ml de FSH et 1,1 ng/ml de LH.

Ces systémes de dosages, de par leur sensibilité et la compétition

compléte produite par les gonadotrophines de cobaye hypophysaires et sériques
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permettent d'exprimer les résultats en unités pondérales des hormones de réfé-

rences standard.

Les gonadotrophines du cobaye semblent présenter une spécificité

d'espéce trés grande. En effet, bien que DONOVAN et coll. (1975 b) aient décrit

également un systéme de dosage radio-immunologique dans lequel la LH de cobaye
présente une réaction croisée compléte, dans le systéme hé&térologue utilisé par
TERASAWA et coll. 1979, la réaction croisée n'est que partielle et les résultats
ont di étre exprimés en poids d'extrait hypophysaire. La spécificité d'espéce de
la FSH du cobaye semble &tre encore plus grande que celle de la LH ; en effet,
dans le systéme utilisé par DONOVAN et coll. (1975 a), la compétition exercée par

la FSH sérique du cobaye est incompléte et le systéme que nous avons mis au point,

grice & un antisérum qui nous a été donné par le Docteur HENDRICK, est le seul

décrit 3 ce jour qui permette le dosage précis de la FSH chez le cobaye.

D'aprés les premiers essais de fixations que nous avons obtenus,
il semblerait également possible d'adapter un systéme de dosage dans lequel 1l'anti-

sérum serait un anti FSH humaine.

II - Mise au point de systémes de dosages radio-immunologiques de la FSH et de la

LH de singe écureuil.

La spécificité d'espéce des gonadotrophines du singe &cureuil
semble également particuliérement importante, méme comparée a celle d'autres es-
péces de singes, expliquant les faibles réactions croisées obtenues dans des sys-—

témes de dosages radio-immunologiques humains par HUMMEL et coll. (1974).

Aprés de nombreux essais de systémes hétérologues et homologues

humains, nous avons obtenu une réaction croisée trés importante des hormones hypo-

physaires du singe &cureuil, jusqu'ad provoquer une inhibition de la fixation des

hormones marquées humaines de 50 p. 100 pour la FSH et de 64 p., 100 pour la LH,

dans des systémes comprenant un antisérum anti FSH humaine provenant de Calbiochem

et un antisérum anti LH humaine provenant du C.E.A. Ces anticorps possédent cepen-—

dant une population de sites pour lesquels les gonadotrophines hypophysaires des
singes, comparées aux hormones humaines, présentent peu d'affinité.

En revanche, dans ces syst¢mes, les gonadotrophines sériques du

singe écureuil présentent une réaction croisée compléte ; des contrdles ont été
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effectués sur des dilutions de sérums provenant d'animaux castrés ou auxquels du
LRF synthétique avait été administre.
Il est possible de détecter des activités correspondant a 1 mUI

de FSH/ml de sérum et 0,5 mUI de LH/ml.

Chez le singe écureuil, il y a donc une différence trés nette

d'immunoréactivité entre la FSH et la LH hypophysaires et la FSH et la LH sériques.

III - Mise au point d'un dosage radio~immunologique du LRF tissulaire.

Nous avons décrit deux types de séparation du LRF marqué a

1']2510de par la méthode 3 la chloramine T de GREENWOOD et coll. 1963, des sels

minéraux radioactifs restés libres : la premiére par chromatographie sur Séphadex

G 25, la seconde par chromatographie sur QAE-Séphadex A—-25. Nous avons retenu cette

seconde méthode, que nous avons adaptée 3 partir de celle décrite par NEIT et

ADAMS 1977, car elle permet de recueillir des fractions enrichies en LRF monoiodé.

Toutefois cette hormone marquée ne confére pas au dosage les per-
formances (sensibilité de 0,4 pg) décrites par CARATY et coll. (1980)avec le méme
antisérum mais avec du LRF monoiodéayant subi une étape supplémentaire de purifi-
cation (électrophorése en gel de polyacrylamide). Mais elle permet néammoins
d'obtenir rapidement de trés bons résultats.

En effet, grdce & un antisérum anti LRF de synth&se qui nous a été

donné par le Pr. DUBOIS, nous obtenons ainsi un dosage spécifique du LRF, dont la

sensibilité est de 2 a 3 pg.

IV - Activité de 1'axe hypothalamo—-hypophyso-gonadotrope au cours du cycle oestral

chez le cobaye.

Alors que dans les expériences de déconnexions décrites par
TERASAWA et WIEGAND (1 978) chez le cobaye, 1'hypothalamus médiobasal semblait seul
8tre impliqué dans le contrSle de la décharge préovulatoire de la LH, nous mettons

en évidence des variations des taux de LRF, proportionnellement plus importantes

dans 1'hypothalamus antérieur que dans l'hypothalamus médiobasal, aussi bien lors

de la mise en charge en prooestrus (augmentation d'un facteur 2,5 dans l'hypotha-
lamus antérieur et 1,9 dans 1'hypothalamus médiobasal) que lors de la chute des
taux au moment de 1'ovulation (chute & des valeurs respectivement 4,4 fois et
2,9 fols moins élevées).

La participation des neurones a LRF de l'hypothalamus rostral & la

régulation de la sécrétion cyclique de la LH semble donc trés probable chez le

cobaze.




- 155 -~

Cette activation des neurones 4 LRF de 1l'hypothalamus antérieur

peut concerner :

- d'une part les neurones dont les axones se projettent vers 1'éminence
médiane

- d'autre part les neurones du tractus préoptico-terminal, Si le LRF &la-
boré par ces neurones ne constitue qu'une partie assez faible du LRF
total, il se pourrait que leur activation au cours du prooestrus soit
particuliérement importante, conduisant & une sécrétion de LRF multipliée

par 2,5 3 10 fois par rapport au stade de repos.

Nous avons montré, chez le cobaye, l'existence d'un premier pic de

LRF le jour qui précéde la décharge préovulatoire de LH (LRF qui pourrait &tre des-
tiné a effectuer une premiére sensibilisation de l'hypophyse), puis d'un second
pic peu avant la décharge préovulatoire de LH, et qui se maintient relativement

élevé jusqu'ad l'ovulation. Une chute dramatique des taux de LRF hypothalamique

se produit & l'ovulation, peu aprés le pic préovulatoire de progestérone (pic

d'amplitude d'ailleurs trés importante chez le cobaye). La progestérone pourrait
ainsi exercer une action biphasique sur la décharge préovulatoire de LH : d'abord
facilitante, en synergie avec 1'oestradiol (dont les taux sont élevés en fin de
dioestrus et en prooestrus) puis inhibitrice en provoquant, ainsi que l'ont suggéré

SARKAR et FINK (1979), 1'"extinction" de la décharge de LRF,

Chez le cobaye, il apparait une dissociation particuliérement nette

des taux sériques de LH et de FSH. Nous l'avions également constaté lors d'études

concernant la période post-natale et la castration (CROIX 1976, 1977). Au cours

du cycle oestral, la décharge bréve et importante préovulatoire de LH précéde net—
tement 1'augmentation des taux de FSH (ce qui est parfois également observé chez
la femme, FRANCHIMONT et coll. 1973). Pour BARRACLOUGH et coll., (1979), 1l'hypo-
physe pourrait répondre a une forte et brusque décharge de LRF par une sécrétion
de LH alors que la sécrétion de FSH serait induite par des concentrations en LRF

faibles mais prolongées.

Alors que nous observons une accumulation de LH hypophysaire peu

avant la cession de LH dans le sang, nous ne constatons pas d'élévation comparable

des taux de la FSH hypophysaire précédant (ou accompagnant) une décharge importante

de FSH. Ces résultats sont en faveur de 1'hypothése de CHAPPEL (1981) concernant
la dualité de forme de la FSH hypophysaire, l'une correspondant & la forme de

stockage, 1'autre 3 la forme d'excrétiocn ; il se pourrait qu'il y ait donc pluralité
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de formes de la FSH et que certaines, correspondant 3 des étapes intermédiaires,

soient incapables de se fixer aux anticorps que nous utilisons dans nos dosages.

V - Activité de 1'axe hypothalamo-hypophyso-gonadotrope au cours du cycle oestral

chez le singe écureuil.

Chez le singe écureuil, outre une activation des neurones 3 LRF
de 1'hypothalamus médiobasal en phase folliculaire moyenne et tardive, nous avons

montré une augmentation proportionnellement importante des taux de LRF dans 1'hypo-

thalamus antérieur (taux multipliés par 11,4). Ces résultats, de méme que les va-

riations de charges observées par BARRY (1979 b) dans la lame terminale en immuno-

fluorescence, confirment 1l'implication des neurones du tractus préoptico—terminal

dans le contrdle de la sécrétion cyclique de la LH.

On peut émettre 1l'hypothése d'un mécanisme d'action selon lequel

il se produirait tout d'abord, sous l'effet des stéroides, une activation des neu-
rones du tractus préoptico—infundibulaire, activation qui pourrait, d'une part
sensibiliser 1'hypophyse d une action future du LRF, d'autre part déclencher un
signal stimulant & leur tour les neurones du tractus préoptico-terminal, neurones
qui élaboreraient alors du LRF dont 1'action serait essentiellement celle d'un
neuromodulateur, Sous l'effet d'une nouvelle impulsion des stéroides, la seconde
décharge importante de LRF se produirait, induisant alors la cession préovulatoire
de LH par 1'antéhypophyse.

Ce schéma pourrait également &€tre valable pour le cobaye.
Nous avons également défini, chez le singe &écureuil, les variations

cycliques des gonadotrophines et de la progestérone ; leur séquence est proche de

celle observée chez la femme.

VI - Activité de l'axe corticotrope au cours du cycle oestral chez le cobaye et

le singe Ecureuil.

Chez le cobaye, les sé@crétions de 1'ACTH et du cortisol suivent

un rythme circadien correspondant & celui des animaux nocturnes avec des valeurs

minimales le matin et maximales en fin d'aprés-midi.

Nous avons mis en évidence des décharges pulsatiles importantes

d'ACTH dans le sang durant la période préovulatoire (accompagnées d'une élévation
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8galement importante des taux du cortisol) ; cette augmentation de la sécrétion
d'ACTH en prooestrus est déclenchée parallélement & 1'augmentation des taux hypo-
thalamiques de LRF que nous avons décrite et peut traduire une activation des neu-
rones & CRF se produisant simultanément & celle des neurones d LRF, Dans ce domaine
1'isolement tout récent du CRF par VALE et coll. (1981), va probablement permettre

de progresser rapidement. Peu avant l'ovulation, les taux d'ACTH plasmatiques s'ef-

fondrent, suivis, & 1l'ovulation, d'une chute du cortisol. Il y a donc une concor-

dance trés nette entre les variations des taux du cortisol et celles de 1'ACTH.

Ces variations révélent, chez le cobaye, des modifications impor-

tantes de 1'activité de 1'axe corticotrope en relation avec la période de 1l'ovula-

tion et 1l'ovulation elle~méme.

Chez le singe écureuil, ainsi que l'ont également observé BROWN et
coll, (1970), WILSON et coll. (1978) et COE et coll. (1978), les taux de cortisol
sont en permanence relativement élevés ; ceci pourrait &tre la conséquence d'un
certain état de stress produit par la captivité, mais rend 1l'évaluation du taux de
base réel du cortisol trés difficile, de méme que 1'interprétation des variations
d'assez faibles amplitudes constatées au cours du cycle oestral, Cette caractéris-
tique est d'ailleurs également rencontrée chez d'autres singes d'Amérique du Sud,

tels les marmousets, mais non chez les singes de 1'Ancien Monde.,
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