
4 4 4 
N o  d'ordre : 536 

UNIVERSITE D E S  S C I E N C E S  ET T E C H N I Q U E S  D E  L I L L E  

présentée 

à I'UNIVERSITÉ DES SCIENCES ET TECHNIWES DE LILLE 

pour obtenir 

LE GRADE DE DOCTEUR ÈS SCIENCES NATURELLES 

Par 

Dominique CROIX 

ACTIVITÊ DES AXES CONADOTROPE 
ET CORTICOTROPE AU COURS D U  CYCLE 

[ESTRAL CHEZ LE COBAYE (Cavia porcellus) 

ET LE SINCE ÊCUREUIL (Saimin S C ~ U ~ ~ U S )  

ÊTUDE RADIQ.~@NOLOCIQUE l >?( , -  .- Tb- I , 

'(0 '. ,,' * ,t \: i L ( ~ ~ , /  \"' 
Soutenue le 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 t r a v a i l  a  é t é  r é a l i s é ,  sous  l a  d i r e c t i o n  d e  Monsieur le  P r o f e s s e u r  

J u l i e n  BARRY, dans  l e s  L a b o r a t o i r e s  s u i v a n t s  : 

- L a b o r a t o i r e  d ' H i s t o l o g i e  ( P r o f e s s e u r  J u l i e n  BARRY) - F a c u l t é  de 

Médecine de L i l l e .  

- U n i t é  I.N.S.E.R.M. de neuro-endocr inologie  no 156 ( P r o f e s s e u r  J u l i e n  

BARRY). L i l l e .  

- L a b o r a t o i r e  d e  Radio-Immunologie ( P r o f e s s e u r  Pau l  FRANCHIMONT) - 
I n s t i t u t  de Médecine. U n i v e r s i t é  de  Liège.  



A ma Mère 

A ma Grand 'Mère 

A ma Soeur 

A Joseph 

A ma f i l l e .  



A Monsieur l e  Professeur  Jean MONTREUIL, 

Vous me f a i t e s  l 'honneur de p r é s i d e r  l e  ju ry  de c e t t e  thèse.  Après 

m'avoir enseigné l a  Biochimie, vous m'avez permis d ' e f f e c t u e r  mes 

premiers  pas dans l a  Recherche. J e  voudrais  au jourd 'hu i  vous exprimer 

mon admirat ion e t  ma reconnaissance.  

A Monsieur l e  Professeur  J u l i e n  BARRY, 

Vous m'avez a c c u e i l l i e  dans v o t r e  Labora to i re .  

Par  l a  con£ iance que vous m' avez accordée e t  pa r  l e s  encouragements 

que vous m'avez prodigués,  vous m'avez permis de mener à b ien  ce 

t r a v a i l .  Que c e t t e  thèse s o i t ,  pour moi, 1 'occas ion  de vous témoigner 

ma profonde g r a t i t u d e .  

A Monsieur l e  Professeur  Claude ARON, 

Votre renom s c i e n t i f i q u e  e s t  t e l  que j e  s u i s  t r è s  honorée que vous 

ayez accepté  d'examiner mon t r a v a i l  e t  d 'en ê t r e  rappor teur .  J e  vous 

ad re s se  mes p lu s  v i f s  remerciements. 

A Monsieur l e  Professeur  Paul  FRANCHLMONT, 

Vous m'avez a c c u e i l l i e  pendant h u i t  mois dans v o t r e  Labora to i re  pour 

un s t a g e  au cours duquel j ' a i  pu b é n é f i c i e r  de v o t r e  haute  compétence 

en  radio-immunologie a i n s i  que de vos encouragements. J e  vous en s u i s  

t r è s  reconnaissante .  

A Monsieur l e  Professeur  Jean-Paul ROUSSEAU, 

J ' e s p è r e  que vous aurez t rouvé  quelque i n t é r ê t  à l a  l e c t u r e  de  c e t t e  

thèse  dont  vous avez accepté  f o r t  aimablement d 'être rapporteur .  J e  

vous en remercie t r è s  vivement. 



A Monsieur l e  Professeur  Jean LEONARDELLI, 

Vous avez eu l e  souc i ,  au t r a v e r s  de d i s cus s ions  f o r t  e n r i c h i s s a n t e s  

pour moi, de communiquer vo t r e  s a v o i r  e t  vos idées .  Vous avez t ou jou r s  

répondu avec b i enve i l l ance  aux c o n s e i l s  e t  à l ' a i d e  que j e  s o l l i c i t a i s  

de v o t r e  p a r t  e t  vous m'avez témoigné suffisamment de  confiance pour  

m ' o f f r i r ,  à p l u s i e u r s  r e p r i s e s ,  de co l l abo re r  à vos recherches.  

Soyez a s su ré  de ma s i n c è r e  g r a t i t u d e ,  

A Monsieur l e  Docteur Maurice-Paul DUBOIS, D i r ec t eu r  de  Recherches, 

J e  voudrais  vous remerc ie r  d ' a v o i r  p r i s  s u r  v o t r e  temps pour m'enseigner 

l a  technique d '  immunohémolyse pass ive  i n d i r e c t e ,  technique aiii p e u t  ren- 

d re  de grands s e r v i c e s ,  notamment dans l e s  con t rô l e s  de s p é c i f i d i t é  des 

immunsérums, a i n s i  que de  m'avoir  donné de v o t r e  e x c e l l e n t  ant isérum 

an t i-LRF. 

A André VERBERT, P ro fe s seu r ,  

Tu as  guidé m e s  premiers pas dans l a  Recherche. 

"L'étude du sens  de l a  t r a n s c r i p t i o n  dans les c e l l u l e s  des  Eucaryotes. .  ." 
me r a p p e l l e r a  tou jours  ton enthousiasme s c i e n t i f i q u e  q u i  f u t  pour moi 

un exemple. 

Au Docteur Jean-Claude HENDRICK, 

Pour m'avoir i n i t i é e  aux techniques de radio-immunologie e t  m'avoir  

donné de t e s  t r è s  préc ieux  ant isérums anti-FSH e t  anti-LH ovines ,  j e  

t ' a d r e s s e  un grand merci.  

J e  t i e n s  également à remercier  t r è s  sincèrement Bernard CARETTE, Danièle  DENEUX, 

André PILLEZ e t  Gérard TRAMU pour l ' a i d e  amicale q u ' i l s  m'ont tou jours  apportée.  



UNIVERSITE DES SCIENCES 
ET TECHNIQUES DE LILLE 

DOYENS HONORAIRES De l ' A n c i e n n e  F a c u l t é  d e s  S c i e n c e s  

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

PROFESSEURS HONORAIRES d e s  A n c i e n n e s  F a c u l t é s  d e  D r o i t  

e t  S c i e n c e s  E c o n o m i q u e s ,  d e s  S c i e n c e s  e t  d e s  L e t t r e s  

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

PROFESSEUR EMERITE 

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 TECHNIOUES DE LILLE 

PROFESSEURS - CLASSE EXCEPTIONNELLE 

M. DURCHON M a u r i c e  
M. GABILLARD R o b e r t  
M. HEUBEL J o s e p h  
M. MONTREUIL Jean 
M. PARREAU M i c h e l  
Mme SCHWARTZ Mar i e -Hé  lène 
M. TRIDOT G a b r i e l  
M. VIVIER E m i l e  
M. WERTHEIMER Raymond 

B i o l o g i e  E x p é r i m e n t a l e  
E l e c t r o n i q u e  
C h i m i e  M i n é r a l e  
B i o c h i m i e  
A n a l y s e  
G é o m é t r i e  
C h i m i e  A p p l i q u é e  
B i o l o g i e  C e l l u l a i r e  
P h y s i q u e  A t o m i q u e  e t  M o l é c u l a i r e  

PROFESSEURS - l è r e  C l a s s e  

M. BACCHUS P i e r r e  A s t r o n o m i e  
M. BEAUFILS J e a n - P i e r r e  C h i m i e  P h y s i q u e  
M. BECART M a u r i c e  P h y s i q u e  A t o m i q u e  e t  M o l é c u l a i r e  
M. BIAYS P i e r r e  G é o g r a p h i e  
M. BILLARD Jean P h y s i q u e  d u  S o l i d e  
M. BONNOT E r n e s t  B i o l o g i e  V é g é t a l e  



M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
Mme 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
P. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 

BOUGHON P i e r r e  
BOURIQUET Robert  
CELET Paul 
COEURE Gérard 
CONSTANT Eugène 
CORDONNIER Vincent 
DEBOURSE Jean-P ie r re  
DELATTRE Char l e s  
ESCAIG Bert rand 
FAURE Robe r t 
FOCT Jacques  
FOURET René 
GRANELLE Jean-Jacques 
GRUSON Lauren t  
GU ILLAUME J e  an 
HECTOR Joseph 
LABLACHE-COMBIER A l a i n  
LACOSTE Louis 
LANSRAUX Guy 
LAVEINE Jean-P ie r re  
LEHMANN Danie 1 
LENOBLE J a c q u e l i n e  
LHOMME J e a n  
LOMBARD J acque s 
LOUCHEUX Claude 
LUCQUIN Miche 1 
MAILLET P i e r r e  
PAQUET Jacques  
POUZET P i e r r e  
PROUVOST J e a n  
SALMER Georges 
SEGUIER Guy 
STANKIEWICZ F r a n ç o i s  
TILLIEU Jacques  
VIDAL P i e r r e  
ZEYTOUNIAN Radyadour 

Algèbre  
B i o l o g i e  Végéta le  
Géologie Générale  
Analyse 
E l e c t r o n i q u e  
In£  ormat ique 
Ges t ion  des  E n t r e p r i s e s  
Géologie Générale  
Physique du S o l i d e  
Mécanique 
Génie Mécanique 
Physique du S o l i d e  
Sc iences  Economiques 
Algèbre 
Microb io log ie  
Géométrie 
Chimie Organique 
B i o l o g i e  Végéta le  
Physique Atomique e t  MoléCulaire 
P a l é o n t o l o g i e  
Géométrie 
Physique Atomique e t  Molécu la i re  
Chimie Organique Bio log ique  
S o c i o l o g i e  
Chimie Physique 
Chimie Physique 
Sc iences  Economique s 
Géologie Générale  
Analyse Numérique 
Minéralogie  
E l e c t r o n i q u e  
E l e c t r o t e c h n i q u e  
Sc iences  E conomique s 
Phys ique Théor ique 
Automatique 
Mécanique 

PROFESSEURS - 2ème Classe  

M. AL FAKIR Sabah 
M. ANTOINE P h i l i p p e  
M. BART André 
Mme BATTIAU Yvonne 
M. BEGUIN P a u l  
M. BELLET J e a n  
M. BKOUCHE Rudolphe 
M. BOBE Bernard 
M. BODARD Marcel 
M. BOILLY Bénoni 
M. B O I V I N  Jean-Claude 
M. BONNELLE Jean-P ie r re  
M. BOSCQ Denis 
M. BREZINSKI Claude 
M. BRTDOUX Michel 
M. BRUYELLE P i e r r e  
M. CAPURON A l f r e d  
M. CARREZ C h r i s t i a n  
M. CHAMLEY Hervé 
M. CHAPOTON A l a i n  

Algèbre  
Analyse 
B i o l o g i e  Animale 
Géographie 
Mécanique 
Physique Atomique e t  Molécu la i re  
Algèbre  
Sc iences  Economiques 
B i o l o g i e  Végé ta le  
B i o l o g i e  Animale 
Chimie Minéra le  
C a t a l y s e  
P r o b a b i l i t é s  
Analyse Numérique 
Chimie Physique 
Géographie 
B i o l o g i e  Animale 
I n £  ormatique 
Géotechnique 
E l e c t r o n i q u e  



M. COQUERY Jean-Marie 
Mme CORSIN Pau le  
M. CORTOIS Jean  
M. COUTURIER Danie l  
M. CRAMPON Norber t  

, M. CROSNIER Yves 
Mle DACHARRY Monique 
M. DEBRABANT P i e r r e  
M. DEGAUQUE P i e r r e  
M. DELORME P i e r r e  
M. DEMUNTER P a u l  
M. DE PARIS Jean-Claude 
M. DEPREZ G i l b e r t  
M. DERIEUX Jean-Claude 
Mle DESSAUX Odi le  
M. DEVRAINNE P i e r r e  
M. DHAINAUT André 
Mme DHAINAUT Nico le  
M. DORMARD Serge 
M. DOUKHAN J e  an-C laude  
M. DUBOIS Henri  
M. DUBRULLE A l a i n  
M. DUEE Gérard 
M. DYMENT Ar thur  
Mme EVRARD Michel ine  
M. FLAMME Jean-Marie 
M. FONTAIhT Hubert 
M. FONTAINE Jacques  
M. FOURNET Bernard 
M. GERVAIS Michel 
M. GLORIEUX P i e r r e  
M. GOBLOT Rémi 
M. GOSSELIN G a b r i e l  
M. GOUDMAND P i e r r e  
M. GREVET P a t r i c k  
M. GUILBAULT P i e r r e  
M. HENRY Jean-P ie r re  
M. HERMAN Maurice 
M. HOUDART René 
M. JACOB Gérard 
M. JACOB P i e r r e  
M. JACQUILLAT Ber t rand  
M. JOURNEL Gérard 
M. KREMBEL J e a n  
M. LAURENT F r a n ç o i s  
Mme LECLERCQ G i n e t t e  
Mle LEGRAND Denise 
Mle LEGRAND Solange 
Mme LEHMANN J o s i a n e  
M. LEMAIRE J e a n  
M. LENTACKER Firmin 
M. LEROY Jean-Marie 
M. LEROY Yves 
M. LEVASSEUR Michel 
M. LHENAFF René 
M. LOCQUENEUX Rober t  
M. LOSFELD Joseph 
M. LOUAGE F r a n c i s  
M. MACKE Bruno 

Psychophysiologie  
P a l é o n t o l o g i e  
Physique N u c l é a i r e  e t  Corpuscu la i re  
Chimie Organique 
Hydrogéologie e t  Environnement 
E l e c t r o n i q u e  
Géographie 
Géologie Appliquée 
E l e c t r o n i q u e  
Phys io log ie  Animale 
Soc io log ie  
Analyse 
Physique du S o l i d e  e t  C r i s t a l l o g r a p h i e  
Microb io log ie  
Spec t roscop ie  de  l a  R é a c t i v i t é  Chimique 
Chimie Minérale  
Bio log ie  Animale 
Bio log ie  Animale 
Sciences  Economiques 
Physique du S o l i d e  
Spec t roscop ie  H e r t z i e n n e  
Spec t roscop ie  H e r t z i e n n e  
Géologie 
Mécanique 
Chimie Appliquée 
Technologie de C o n s t r u c t i o n  
Dynamique d e s  C r i s t a u x  
E l e c t r o n i q u e ,  E l e c t r o t e c h n i q u e  , Automatique 
Biochimie S t r u c t u r a l e  
Ges t ion  
Physique Molécu la i re  e t  Rayonnements Atmosphériques 
Algèbre 
S o c i o l o g i e  
Chimie Physique 
Sc iences  E conomiques 
P h y s i o l o g i e  Animale 
Génie Mécanique 
Physique S p a t i a l e  
Physique Atomique e t  Molécu la i re  
In format ique  
P r o b a b i l i t é s  e t  S t a t i s t i q u e s  
Gest ion 
Spec t roscop ie  H e r t z i e n n e  
Biochimie 
Automatique 
C a t a l y s e  
Algèbre 
Algèbre 
Analyse 
Spec t roscop ie  H e r t z i e n n e  
Géographie 
Méthodologie 
E l e c t r o n i q u e ,  E l e c t r o t e c h n i q u e ,  Automatique 
Sciences  Economiques 
Géographie 
Physique Théor ique 
I n £  ormatique 
E l e c  t r o n i q u e  
Physique Molécu la i re  e t  Rayonnements Atmosphériques 



M. MAHItSU J e  an-Marie 
M. MAIZIEWS C h r i s t i a n  
Mlc FIARQUET Simone 
M. MESSELYN J e a n  
M. MIGEON Michel 
M. MIGNOT F u l b e r t  
M. MONTEL Marc 
M. MONTUELLE Bernard 
Mme N'GUYEN VAN C H I  Régine 
M. NICOLE Jacques  
M. NOTELET F r a n c i s  
M. PARSY Fernand 
Mle PAUPARDIN C o l e t t e  
M. PECQUE Marcel  
M. PERROT P i e r r e  
M. PERTUZON Emile 
M. PETIT F r a n c i s  
M. PONSOLLE Louis  
M. PORCHET Maurice 
M. POW Lucien 
M. RACZY L a d i s l a s  
M. RAOULT Jean-François  
M. RICHARD A l a i n  
M. RIETSCH F r a n ç o i s  
M. ROGALSKI Marc 
M. ROUSSEAU Jean-Paul 
M. ROY Jean-Claude 
M. SALAMA P i e r r e  
Mme SCHWARZBACH Yvet te  
M. SCHAMPS ~ o ë l  
M. SIMON Miche 1 
M. SLIWA Henri  
M. SOMME J e a n  
Mle SPIK Geneviève 
M. STERBOUL F r a n ç o i s  
M. TAILLIEZ Roger 
M. THERY P i e r r e  
M. TOULOTTE Je an-Mar c 
M. VANDORPE Bernard 
M. VERBERT André 
M. VILETTE Michel 
M. WALLART F r a n c i s  
M. WATERLOT Miche 1 
M. WERNER Georges 
Mme ZINN-JUSTIN Nico le  

Physique Atomique e t  Molécu la i re  
Automatique 
P r o b a b i l i t é s  
Physique Atomique e t  M o l é c u l a i r e  
Chimie Physique 
Analyse Numérique 
Physique du S o l i d e  
B i o l o g i e  e t  Biochimie Appl iquées  
Géographie 
Chimie Analyt ique 
E l e c t r o n i q u e ,  E l e c t r o t e c h n i q u e  , Automatique 
Mécanique 
B i o l o g i e  Phys io log ie  V é g é t a l e s  
Chimie Organique 
Chimie Appliquée 
P h y s i o l o g i e  Animale 
Chimie Organique,  Minérale  e t  Ana ly t ique  
Chimie Physique 
B i o l o g i e  Animale 
Automatique 
E l e c t r o n i q u e  
Géologie S t r u c t u r a l e  
B i o l o g i e  Animale 
Physique des  Polymères 
Analyse 
P h y s i o l o g i e  Animale 
Psychophysiologie  
Sc iences  Economiques 
Géométrie 
S p e c t r o s c o p i e  Molécu la i re  
S o c i o l o g i e  
Chimie Organique 
Géographie 
Biochimie 
In format ique  
Génie A l i m e n t a i r e  
E l e c t r o n i q u e  , E l e c t r o t e c h n i q u e  , Automatique 
Automatique 
Chimie Minérale  
B i  ochimie 
R é s i s t a n c e  des  Matér iaux 
Spectrochimie  I n f r a r o u g e  e t  Raman 
Géologie  Générale 
i n f o r m a t i q u e  Fondamentale Appl iquée 
Algèbre  



SOMMAIRE ........ 

MATERIEL ET METHODES 

I . RECHERCHE DE SY STEMES PERMETTANT LES DOSAGES RADIO-IMMUNOLO- 

GIQUES DES GONADOTROPHINES DE COBAYE ET DE SINGE ECUREUIL . . p . 23 

A . PREPARATION DE FRACTIONS HYPOPHYSAIRES "FSH" e t  "LI?' DE 
. $$; * . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  COBAYE 

1 )  Méthode par  chromatographies s u r  échangeurs d ' i o n s  . . p . 24 

a) Poudre acétonique . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 24 

b )  E x t r a c t i o n  des g lycopro té ines  . . . . . . . . . . .  p . 24 

c) Sépara t ion  de FSH e t  de  LH . . . . . . . . . . . .  p . 26 

d) P u r i f i c a t i o n  de l a  f r a c t i o n  FSH . . . . . . . . . .  p . 27 

2) Méthode d ' e x t r a c t i o n  e t  de fract ionnement  au s u l f a t e  

d l ammonium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 27 

a) P u r i f i c a t i o n  de l a  FSH . . . . . . . . . . . . . . .  p . 29 

b) P u r i f i c a t i o n  de l a  LH . . . . . . . . * . . . . . .  p . 29 

B . DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES . . . . .  p . 3 0  

1 )  P répara t ions  hormonales u t i l i s é e s  . . . . . . . . . . .  p . 30 

a) Pour l e  marquage . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 30  

b) Pour l e s  courbes de r é f é r ences  e t  l e s  c o n t r ô l e s  de 

s p é c i f i c i t é  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 31 

c) E x t r a i t s  antéhypophysaires de cobaye ou de s inge  

é c u r e u i l  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 31 

2) Antisérums u t i l i s é s  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 32 

3)  Marquage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 32 

4) Techniques d e d o s a g e s  . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 36 

a)  Immunoprécipi t a t i o n  ou technique du "double 

ant icorps" .  à 4 " ~  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 36 

b) Immunoprécipitation à température ambiante . . . . .  p . 36 



. . . . . . . . . . . . . . . . .  c)  Immunoadsorption p . 37 

d) Dosage des  gonadotrophines dans l e s  sérums de 

cobayes e t  de s inges  . . . . . . . . . . . .  
II . DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  170 OESTRADIOL 

A . DOSAGE DE LA PROGESTERONE . . . . . . . . . . . . . . .  p . 41 

1 )  E x t r a c t i o n  de l a  progestérone contenue dans les 

é c h a n t i l l o n s  de  sérum . . . . . . . . . . . . . . .  p . 41 

2) Dosage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 41 

B . DOSAGE DE L'OESTRADIOL . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 44 

1) E x t r a c t i o n  de l ' o e s t r a d i o l  contenu dans l e s  

é c h a n t i l l o n s  de sérum . . . . . . . . . . . . .  p . 44 

2)  Dosage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 44 

III . DOSAGE RADIO-IMUNOLOGIQUE DU LRF . . . . . . . . . . . . .  p . 45 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  A . MARQUAGE DU LRF p . 47 

1 )  Réaction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 47 

2) Chromatographie . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 47 

. . . . . . . . . . . . . . .  . a s u r  Séphadex G 25 p . 47 

. . . . . . . . . . . . .  . b s u r  QAE-Séphadex A 25 p . 47 

B . EXTRAITS TISSULAIRES . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 51 

C . ANTISERUMS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 53 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . D DOSAGE p . 55 

I V  . DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE L 'ACTH ET DU CORTISOL . . .  p • 56 

A-DOSAGEDEL'ACTH . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 56 

. . . . . . . . . . . .  1) Prélèvement des é c h a n t i l l o n s  p . 57 

2) Dosage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 57 



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  A-COBAYES p . 62 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  !) Cas t r a t ion  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3)  Cycle o e s t r a l  

B-SINGESECUREUILS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 67 .......... . 5 #... 'w . r.-a : . - .. W. & .r. . a. .i r -ï*,->.~ FL\ 1) I n j e c t i o n  LRF - Cas t r a t ion  . . . . . . . . . . .  .-, p . 67 

2 )  Cycle o e s t r a l  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  p . 67 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  RESULTAT S 

1 . DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES . . . . . .  p . 6 9  

A . ETABLISSEMENT DES COURBES DE REFERENCES . . . . . . . .  
1) Expression d e s  r é s u l t a t s  . . . . . . . . . . . . . . .  
2)Ant i sérums . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . .  a)  Systèmes homologues de r a t  

b )  Systèmes hé téro logues  . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . .  c) Systèmes homologues humains 

3) Reproduc t ib i l i t é  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4) S e n s i b i l i t é  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

B . OBTENTION DE SYSTEMES PERMETTANT LES DOSAGES RADIO- 

IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES DE COBAYE ET DE 

SINGE ECUREUIL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 )  Dosage de  l a  FSH 

a) Système homologue de r a t  . . . . . . . . . . . . .  
b) Systèmes hé téro logues  . . . . . . . . . . . . . . .  

a . comprenant de l a  FSH marquée de r a t  e t  des  

antisérurns a n t i  FSH ovine ' 

. comprenant de l a  FSH marquée de r a t  e t  des  

a n t i  sérums a n t i  FSH humaine 

. . . . . . . . . . . . .  c) Système homologue humain 

2) Dosage de l a  LH . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . .  a) Système homologue de r a t  



b) Systèmes hé té ro logues  . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . .  c) Systèmes homologues humains 

II . DOSAGES RADIO-IMMLTNOLOGIQUES DE LA PROGESTERONE ET DU 

1  7 6 OESTRADIOL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . .  . A Dosage de l a  progestérone 

Dosage de l ' o e s t r a d i o l  . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . .  III . DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE DU LRF 

I V  . DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE L'ACTH ET DU CORTISOL . . 
A . Dosage de 1'ACTH • p . 95 

B - Dosage du c o r t i s o  96 

... 

p . 97 

INJECTIONS DE LRF . CASTRATION . . . . . . . . . . . . .  p . 99 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  A Cobayes p . 99 

. . . . . . . . . . . . . . . . .  1 )  I n j e c t i o n  de  LRF 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 ) C a s t r a t i o n  

B -  Singes é c u r e u i l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . .  1 )  I n j e c t i o n  d e  LRF 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 )  Cas t r a t i on  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  A - L H  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 )  LH sé r ique  

2 )  LH préhypophysaire . . . . . . . . . . . . . . . .  
B - F S H  . . . . . . . . m . . . . . . . . . . . . . . . .  

1 )  FSH s é r i q u e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2)  FSH préhypophysaire . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  C - P r o g e s t é r o n e  

D . Oes t r ad io l  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
E - L W  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  F-ACTH 

G .. C o r t i s o l  . . . . . . . . . .  : . . . . . . . . . . .  p . 120 



V I 1 1  - CYCLE OESTRAL DU S I N G E  ECUREUIL 

C - Progestérone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 121 .' 7.. , A f i .  -<.*& D - LRF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , TL- . p. 125 
E - C o r t i s o l  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 128 

CONCLUSION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , . . . . , . p. 151 

- Mise au po in t  de systèmes de dosages radio-immunolo- 

giques de l a  FSH e t  de l a  LH de cobaye . . . . . . p. 152 

II - Mise au p o i n t  de systèmes de dosages radio- imunolo-  

giques de l a  FSH e t  de l a  LH de s inge  é c u r e u i l  . . p. 153 

III - Mise au p o i n t  d ' un  dosage radio-immunologique du 

LRF t i s s u l a i r e  . . . . , . . . . . . . . . . . . . p. 154 

I V  - A c t i v i t é  de l ' axe  hypothalamo-hypophyso-gonadotrope 

au cours du cyc le  o e s t r a l  chez le  cobaye . . . . . p. 154 

V - A c t i v i t é  de l ' a x e  hypothalamo-hypophyso-gonadotrope 

au cours du cyc le  o e s t r a l  chez le  s inge é c u r e u i l .  . p. 156 

V I  - A c t i v i t é  de l ' a x e  c o r t i ç o t r o p e  au cours du cyc l e  

o e s t r a l  chez le  cobaye e t  l e  s inge  é c u r e u i l  . . . . p. 156 



ABREV IAT ION S 

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 ( co r t i co t rop in - re l eas ing  factor) 

d. d. 1. ; degrés de liberté 

DEAE cellulose , diéthylaminoéthyle cellulose 
D.O. 280 : densité optique à 280 nm 

EDTA : acide éthylène diamine té traacétique 

F SH : follitropine (follicle-stimulating hormone) 

GH : somatotropine (growth hormone) 

HC G : gonadotropine chorionique humaine (human chorionic gonadotropin) 

HSA : sérumalbumine humaine (human serumalbumin) 

LH : lutropine (luteinizing hormone) 

LH-FSH-RH, LRF, gonadolibérine (LH-FSH-releasing hormonelfactor) 
-3 mC i : 10 curie 

OVLT : organe vasculaire de la lame terminale 

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

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 

T SH : thyrotropine (thyroïd-stimulating hormone) 



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



Les hormones gonadotropes  : - LH ( " l u t e i n i z i n g  hormone") e t  - FSH 

( i ' f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  hormone"), é l a b o r é e s  dans  l e  lobe  a n t é r i e u r  d e  l 'hypophyse 

p a r  d e s  c e l l u l e s  b a s o p h i l e s ,  c o n d i t i o n n e n t  l e s  a c t i v i t é s  gamétogénét iques  e t  

e n d o c r i n e s  d e s  gonades. 

Leur s é c r é t i o n  s e  t r o u v e  sous l e  c o n t r ô l e  de s t r u c t u r e s  hypotha- 

lamiques.  

Déjà en  1955 HARRIS, BENOIT e t  ASSENMACHER a v a i e n t  suggéré  que  l e  

c o n t r ô l e  de l a  g lande p i t u i t a i r e  s e r a i t  de  type "neurohumoral". 

La première  hormone hypothalamique hypophysiot rope d é t e c t é e  f u t  

l e  CRF ( " c o r t i c o t r o p i n  r e l e a s i n g  f a c t o r " ) .  Bien que de  nombreuses t e n t a t i v e s  d ' i s o -  

lement de ce CRF a i e n t  é t é  e f f e c t u é e s ,  l e  problCme e s t  r e s t é  longtemps i r r é s o l u  

c a r ,  d 'une  p a r t ,  i l  f u t  longtemps d i f f i c i l e  d ' é l i m i n e r  l e s  i n t e r f é r e n c e s  dues  aux 

con tamina t ions  p a r  l a  v a s o p r e s s i n e  e t  p a r  des  p e p t i d e s  à a c t i v i t é  "ACTH-like", 

d ' a u t r e  p a r t ,  il sembla i t  y a v o i r  p l u s i e u r s  molécu les  possédan t  une a c t i v i t é  CRF, 

c e s  molécules  n é c e s s i t a n t  l a  p résence  de v a s o p r e s s i n e  pour  ê t r e  a c t i v e s .  

Le CRF v i e n t  d ' ê t r e  i s o l é  p a r  VALE e t  Col l .  1981 ; il s ' a g i t  d ' u n  p e p t i d e  de  41 

a c i d e s  aminés. 

En 1960, Mc CANN e t  C o l l .  o n t  montré que l 'hypothalamus de r a t  

c o n t e n a i t  une subs tance  capab le  de s t i m u l e r  l a  c e s s i o n  d e  LH p a r  l ' antéhypophyse.  

P a r  d e s  dosages  b i o l o g i q u e s ,  Mc CANN 1962, a pu l o c a l i s e r  c e t t e  subs tance  dans  

l e s  r é g i o n s  d e  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  , l ' a i r e  suprach iasmat ique ,  l ' éminence médiane 

e t  l e  noyau arqué.  Les t r a v a u x  de HALASZ e t  C o l l .  1962-1965 a ,  b e t  KNIGGE 1962 

p o r t a n t  s u r  d e s  g r e f f e s  d 'antéhypophyses  dans l a  p a r t i e  médiobasale  de  l ' hypo tha-  

lamus,  o n t  c o n d u i t  à d é t e r m i n e r  une " a i r e  hypophysiotrope" main tenan t  l e s  ca rac -  

t é r i s t i q u e s  c y t o l o g i q u e s  normales d e s  c e l l u l e s  du g r e f f o n  p e r m e t t a n t  l a  s y n t h è s e  

e t  l a  c e s s i o n  d e  LH e t  d e  FSH. C e t t e  a i r e  hypophysiot rope e s t  formée p a r  l e s  

c e l l u l e s  ne rveuses ,  e s s e n t i e l l e m e n t  l e s  p e t i t e s  c e l l u l e s  du noyau a rqué  (P lanche  1, 

p. 2 ) ,  d'où s o n t  i s s u e s  l e s  f i b r e s  du t r a c t u s  t u b é r o - i n f u n d i b u l a i r e  m i s  e n  é v i -  

dence p a r  SZENTAGOTHAI 1964 p a r  l a  technique de  GOLGI. Ces f i b r e s  s e  t e r m i n e n t  au 

n i v e a u  d e s  c a p i l l a i r e s  du p lexus  p o r t e  p r i m a i r e .  

HALASZ e t  GORSKI 1967, p a r  i n t e r r u p t i o n  d e s  connexions n e u r a l e s  d e  

l ' a i r e  hypophysiot rope a v e c  l e  r e s t e  du ce rveau ,  chez l e  r a t ,  o n t  obtenu d e s  modi- 

f i c a t i o n s  d e  l a  f o n c t i o n  gonadotrope de l a  f e m e l l e  mais non du mâle ,  c e  q u i  t e n d a i t  



Planche 1 : ~ e ~ r é s e n t a t i o n  schématique de 1 'hypothalamus de cobaye (coupe 
s a g i t t a l e )  

AHA : Aire hypothalamique a n t é r i e u r e  

AHP : Aire hypothalamique p o s t é r i e u r e  

APO : A i r e  préopt ique 

CBA : Commissure blanche a n t é r i e u r e  

CM : Corps mamil la i re  

CO : Chiasma optique 
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matique) 

: Septum 
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: Trac tus  diagonal  de BROCA 

: IIIème v e n t r i c u l e  





à conf i rmer  l e s  hypothèses  émises p a r  BARRACLOUGH e t  GORSKI 1961 e t  FLERKO 1962, 

à s a v o i r  que l ' a i r e  hypophysiot rope é t a i t  r e sponsab le  de  l a  s é c r é t i o n  ton ique  des  

gonadotrophines  ; l e u r  s é c r é t i o n  c y c l i q u e ,  chez l e s  Rongeurs, n é c e s s i t a n t  1 ' i n t é -  

g r i t é  d e s  a f f é r e n c e s  n e u r a l e s  de  l ' a i r e  hypophysiot rope,  s e r a i t  p l a c é e  sous l e  

c o n t r ô l e  d ' a u t r e s  s t r u c t u r e s  hypothalamiques ,  notamment d e  l 'hypothalamus a n t é r i e u r .  

Le - LRF ( " l u t e i n i z i n g  r e l e a s i n g  f a c t o r " )  a  é t é  i s o l é  e n  1971 p a r  

SCHALLY e t  son  équipe ( a )  ; s a  s t r u c t u r e  a é t é  é t a b l i e  : il s ' a g i t  d ' u n  décapep t ide  

(MATSUO e t  C o l l .  1971 b ,  SCHALLY e t  C o l l .  1971 b ,  SIEVERTSSON e t  C o l l .  1971) ; 

s a  s y n t h è s e  a  a l o r s  é t é  e f f e c t u é e  (MATSUO e t  C o l l .  1971 a ,  MONAHAN e t  C o l l  1971), 

a i n s i  que l a  p r é p a r a t i o n  d ' a n t i s é r u m s  t r è s  s p é c i f i q u e s  (KERDELHUE e t  JUTISZ 1971, 

ARIMURA e t  C o l l .  1973, DUBOIS 1973, BARRY e t  CROIX 1978, BARRY 1980). 

Ces an t i sé rums ,  u t i l i s é s  dans  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s  d'immunocyto- 

chimie (immunof luorescence  i n d i r e c t e ,  t echn iques  inununoenzymatiques i n d i r e c t e s ,  

t echn iques  aux complexes s o l u b l e s  d e  peroxydase-antiperoxydase d e  STERNBERGER) 

c o n d u i s i r e n t  à l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  neurones  à LRF. 

A i n s i ,  e n  imrnunofluorescence, des  axones r é a g i s s a n t  spéc i f iquement  

avec d e s  an t i sé rums  anti-LRF d e  s y n t h è s e ,  o n t  é t é  m i s  e n  év idence  pour l a  première  

f o i s  p a r  LEONARDELLI, BARRY, DUBOIS (1 973 a )  chez l e  cobaye. Ces axones s e  t e rminen t  

au tour  d e s  c a p i l l a i r e s  du p lexus  p o r t e  p r i m a i r e  d e  l 'hypophyse ; i l s  forment ce 

que BARRY e t  DUBOIS (1973 a l o n t  a p p e l é  a l o r s  l a  "voie préopt ico- infundibula i re  à 

LRF" . \ 

Les o b s e r v a t i o n s  e f f e c t u é e s  l o r s  d e  d i f f é r e n t s  é t a t s  phys io log iques  : 

pér iode  p é r i n a t a l e  (BARRY e t  DUBOIS 1974 a ) ,  g e s t a t i o n  (BARRY e t  DUBOIS 1973 b ) ,  

c y c l e  o e s t r a l  (BARRY e t  DUBOIS 1974 b )  e t  expérimentaux (BARRY e t  Col l .  1974, 

LEONARDELLI e t  C o l l .  1974),  o n t  permis  d e  penser  que c e s  neurones  é l a b o r a i e n t  e f -  

f ec t ivement  l e  LRF. 

Des r é s e a u x  d e  f i b r e s  à LRF o n t  pu ê t r e  t r è s  v i t e  d é c r i t s  dans  

d i v e r s e s  e s p è c e s  animales  ( r é f é r e n c e s  d é t a i l l é e s  dans BARRY 1979 a) e t  notamment 

chez d e  nombreux mammifères ( b é l i e r ,  t a u r e a u ,  s o u r i s ,  r a t ,  c h a t ,  c h i e n ,  l a p i n ,  . . . 
Singes ,  Homme), chez l e s  o i s e a u x  ( c a n a r d ,  coq) e t  également chez l e s  amphibiens 

e t  l e s  p o i s s o n s .  

En revanche,  l a  mise  e n  évidence d e s  p é r i c a r y o n s  s ' e s t  avérée  

p l u s  d i f f i c i l e  ; e l l e  f u t  d ' abord  un échec  e n  r a i s o n  de l a  f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  

e n  m a t é r i e l  r é a c t i f  p r é s e n t  dans  l e s  corps  c e l l u l a i r e s  chez l ' a n i m a l  a d u l t e  normal. 



Ce f u t  chez d e s  cobayes  c a s t r é s  ( a f i n  de  l e v e r  l ' i n h i b i t i o n  due 

aux androgènes) e t  a p r è s  i n j e c t i o n  i n t r a - v e n t r i c u l a i r e  c é r é b r a l e  d e  c o l c h i c i n e  

( a f i n  d e  b loquer  l a  m i g r a t i o n  i n t r a - a x o n a l e  du p e p t i d e )  que  BARRY e t  Col l . (1973  c l  

o n t  o b s e r v é ,  pour  l a  p remière  f o i s  e n  immunofluorescence,  d e s  p é r i c a r y o n s  d e  neu- 

rones  à LRF ; dans  c e s  c o n d i t i o n s  f a v o r a b l e s ,  quelques  c e n t a i n e s  d e  corps  c e l l u -  

l a i r e s  peuvent ê t r e  d é c e l é s .  Ces c e l l u l e s  o n t  e n s u i t e  pu ê t r e  obse rvées  chez l ' a n i -  

mal non t r a i t é ,  mais e n  nombre beaucoup moins impor tan t  (BARRY e t  C o l l .  1974). 

Ils o n t  également é t é  d é c r i t s  e n s u i t e  d a n s  d ' a u t r e s  espèces  (Réf .  

dans BARRY - 1979 a ) .  Ces neurones  p r é s e n t e n t  d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  morphologiques 

comparables.  Leur d iamèt re  e s t  d e  10 à 40 Pm, s u i v a n t  l ' e s p è c e  ; le noyau, d ' u n  

d i a s t r e  d e  10 à 14 Pm, n ' e s t  p a s  r é a c t i f  ; s e u l  l e  cytoplasme d e s  c e l l u l e s ,  f i n e -  

ment g r a n u l a i r e ,  e s t  r é a c t i f  ; il  p e u t  c o n t e n i r  que lques  l i p o f u s c h i n e s .  Très  peu 

de  d e n d r i t e s  ( 2  à 4) s o n t  v i s i b l e s  ; i l s  s o n t  t r è s  f inement  branchés  e t  l e u r  cy to -  

plasme e s t  g r a n u l a i r e .  

Le m a t é r i e l  r é a c t i f  n ' e s t  que t r è s  rarement accumulé d a n s  l e  segment proximal de  

l ' axone (BARRY e t  DUBOIS 1974 a) .  Les axones o n t  une apparence n o d u l a i r e  c a r a c t é -  

r i s  t i q u e  e t  possèdent  d e s  t e r m i n a i s o n s  c o l  l a t é r a l e s  p e r p e n d i c u l a i r e s  souvent  f o r -  

tement marquées (BARRY e t  C o l l .  1973 c ,  BARRY e t  DUBOIS 1973 a).  

Des c e l l u l e s  à LRF o n t  é t é  é t u d i é e s  également e n  mic roscop ie  

é l e c t r o n i q u e ,  au niveau d u  noyau a r q u é  chez l e  r a t  (NAIK, 1975) - mais c e s  p re -  

miè res  images n ' é t a i e n t  pas  t r è s  conva incan tes  e t  l a  p r é s e n c e  de c e l l u l e s  à LRF 

dans l e  noyau a rqué  chez l e  r a t  e s t  a u j o u r d ' h u i  t r è s  c o n t r o v e r s é e  (KAWANO H. and 

DAIKOKU S. 1981) - mais s u r t o u t  a u  n iveau  d e  l a  lame t e r m i n a l e  chez l e  s inge  écu- 

r e u i l  ( S a i m i r i  s c i u r e u s )  p a r  PIAZZUCA 1977. 

E l l e s  c o n t i e n n e n t  d e s  g r a i n s  d e  s é c r é t i o n  de  90-130 mu, r é a c t i f s  

avec d e s  an t i sé rums  anti-LRF, l o c a l i s é s  c o n t r e  l a  membrane plasmique ou a s s o c i é s  

aux dic tyosomes d e  l ' a p p a r e i l  d e  GOLGI ; e n  o u t r e  c e s  c e l l u l e s  possèden t  un ré t i -  

culum endoplasmique rugueux t r è s  développé.  Ces c a r a c t è r e s  semblent b i e n  conf i rmer  

l e  r ô l e  s é c r é t o i r e  d e  c e s  neurones  e t  l e  s tockage de LRF dans l e s  g r a i n s .  

Des g r a i n s  immunoréactifs  o n t  a u s s i  é t é  observés  p r è s  d e s  e s p a c e s  

p é r i c a p i l l a i r e s  à l a  p é r i p h é r i e  d e  l ' o r g a n e  v a s c u l a i r e  d e  l a  lame t e r m i n a l e  ou 

e n c o r e  e n t r e  d e s  épendymocytes p r è s  du v e n t r i c u l e ,  é l éments  e n  f a v e u r  d 'une décharge 

d e  LRF, d 'une  p a r t  dans l e s  c a p i l l a i r e s  sangu ins  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  dans  l e  t r o i -  

sième v e n t r i c u l e .  

E t a n t  donné l a  grande q u a n t i t é  de  f i b r e s  à LRF observées  p a r  r a p p o r t  



au nombre d e  corps  c e l l u l a i r e s ,  t o u s  l e s  p é r i c a r y o n s  de  neurones  à LRF ne s o n t  

probablement pas  d é c e l a b l e s  p a r  l e s  t echn iques  d'immunof l u o r e s c e n c e  e t  d  'immuno- 

cytochimie  u t i l i s é e s  ; l e s  p é r i c a r y o n s  non d é c e l é s  c o n t i e n n e n t  t r o p  peu de  LRF 

(pu i sque  d e s  méthodes t e l l e s  que l a  c a s t r a t i o n  e t  l ' i n j e c t i o n  i n t r a c é r é b r a l e  d e  

c o l c h i c i n e ,  ou d e  subs tances  parmi l e s q u e l l e s  l a  méla ton ine  (BARRY e t  Col l .  1974),  

l e  s u l p i r i d e ,  l a  s é r o t o n i n e ,  l a  p r o l a c t i n e  (LEONARDELLI e t  C o l l .  1973 b ,  1974, 

1977 ; BARRY e t  POULAIN 1976 ; BARRY e t  Col l .  1978), p e r m e t t e n t  d ' e n  r é v é l e r  cer-  

t a i n s  s u p p l é m e n t a i r e s )  mais i l  e s t  également p o s s i b l e  q u ' i l s  c o n t i e n n e n t  du LRF 

sous une forme d i f f é r e n t e  - l e  LRF p o u r r a i t  ê t r e  s y n t h é t i s é  sous l a  forme d 'un  

p r é c u r s e u r  d e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  (MILLAR e t  Col l .  1977) - dont  les s i t e s  a n t i -  

géniques  s e r a i e n t  masqués. 

Il  f a u t  n o t e r  également qu 'une subs tance  r é a g i s s a n t ,  e n  immuno- 

f l u o r e s c e n c e  , avec  un anti-ACTH1 7-3 9 ,  a  é t é  d é t e c t é e  dans l e s  corps  c e l l u l a i r e s  

e t  l e s  axones de neurones à LRF chez l e  cobaye (TRAMU e t  C o l l .  1 977). 

Les p é r i c a r y o n s  à LRF o n t  une topographie  t r è s  d i s p e r s é e .  Chez le  

cobaye (BARRY e t  Col l .  1973 c  ; LEONARDELLI e t  Col l .  1973 b ; SETALO e t  Col l .  1976 ; 

SILVERMAN 1 97 6  ; HOFFMAN 1 97 6  ; WELNDL e t  SOFRONLEW 1 978 ; KREY e t  SILVERMAN 1 978) , 
l e s  deux groupes  l e s  p l u s  i m p o r t a n t s ,  en  i n t e n s i t é  d e  r é a c t i v i t é  e t  e n  nombre, se 

s i  t u e n t  b i l a t é r a l e m e n t  : 

1" )  d a n s  l 'hypothalamus a n t é r i e u r  e s s e n t i e l l e m e n t  au n i v e a u  de  l a  c r ê t e  supra- 

o p t i q u e  e t  d e s  r é g i o n s  p é r i v e n t r i c u l a i r e s  (lame t e r m i n a l e ,  p o r t i o n  p r é o p t i q u e  

du noyau suprach iasmat ique ,  a i r e  hypothalamique a n t é r i e u r e ,  noyau du  lit d e  l a  

s t r i e  t e r m i n a l e ) .  

2") dans  l a  r é g i o n  sep to -  préop -- t i q u e  (septum, a i r e  p é r i  commissurale,  a i r e  pré- 

o p t i q u e  moyenne, noyau septornédian,  noyau de l a  b a n d e l e t t e  d i a g o n a l e  d e  BROCA). 

3 " )  un t r o i s i è m e  groupe d e  neurones  à LRF s e  s i t u e  dans l 'hypothalamus médiobasal  ; 

s ' i l s  s o n t  peu nombreux e t  t r è s  d i s séminés ,  i l s  p o u r r a i e n t  néanmoins jouer  un 

r ô l e  phys io log ique  important  ; ce son t  l e s  p é r i c a r y o n s  d e  l a  r é g i o n  r é t r o c h i a s -  

mat ique,  d u  noyau arqué e t  de  l ' a i r e  prémamrnillaire. Rares  d a n s  l e  noyau a r q u é  

chez  1 ' a d u l t e  (SILVERMAN 1 976) , i 1 s  s o n t  p l u s  nombreux chez l e  f o e t u s  

(SCHWANZEL-FUKADA e t  SILVERMAN 1 978) . 

On p e u t  d é c r i r e  encore  d ' a u t r e s  groupes d e  neurones à LRF : 

4") l e s  p é r i c a r y o n s  d e s  zones p a r a - o l f a c t i v e s .  



5 O )  Les p é r i c a r y o n s  d e  1 ' amygdale. 

6 " )  e n  a r r i è r e  d e s  c o r p s  mamrni l l a i r e s  , l e s  p é r i c a r y o n s  du mésencéphale r o s  t ral .  

Sans que l ' o n  a i t  pu r e l i e r  e n c o r e  d e  f a ç o n  p r é c i s e  e t  d é f i n i t i v e  

c e s  d i f f é r e n t s  groupes d e  p é r i c a r y o n s  aux d i f f é r e n t s  f a i s c e a u x  d e  f i b r e s  à LRF 

o b s e r v é s ,  l e s  t echn iques  d  'immunocy tochimie ,  d  ' a u t o r a d i o g r a p h i e  e t  d  ' é l e c t r o p h y -  

s i o l o g i e  o n t  c o n d u i t  l e s  a u t e u r s  à t e n t e r  de  d r e s s e r  une c a r t e  approximat ive  

(mais q u i  r e s t e  hypothé t ique)  d e  l a  topographie  d e s  neurones  à LRF (P lanche  II, 

p. 7 ,  Planche III, p. 8 ,  Planche I V ,  p. 9). 

A i n s i  chez l e  cobaye, i l  e x i s t e r a i t  : 

1 O )  l e  t r a c  t u s  hypo tha lamo- in fund ibu la i re ,  a p p e l é  i n i t i a l e m e n t  " t r a c t u s  préop t i c o -  

i n f u n d i b u l a i r e "  p a r  BARRY e t  C o l l .  1973 c ,  1974, BARRY e t  DUBOIS 1974 b  ; 

l ' o r i g i n e  d e s  f i b r e s  de  ce t r a c t u s  e s t  e n c o r e  i n c e r t a i n e  ; e l l e s  p r o v i e n d r a i e n t  : 

- pour une p a r t  des  p é r i c a r y o n s  d e  l 'hypothalamus médiobasal  d o n t  l e s  axones 

s e  p r o j e t t e r a i e n t  dans  l e s  zones e x t e r n e s  d e  l ' éminence médiane, p l u s  p a r -  

t i c u l i è r e m e n t  dans  l a  p o r t i o n  médiane d o r s a l e  de l a  t i g e  i n f u n d i b u l a i r e  e t  

dans  1 'éminence médiane pos t - i n f u n d i b u l a i r e .  En e f  £ e t ,  s i  l a  déconnexion d e  

l 'hypothalamus médiobasal  (SILVERMAN 1976) provoque une d i m i n u t i o n  d e  réac -  

t i v i t é  d a n s  l ' éminence médiane,  l e  nombre d e  f i b r e s  imnunoréact ives  i n f u n d i -  

b u l a i r e s  ne d é c r o î t  pas  d e  f a ç o n  n o t a b l e ,  a l o r s  q u ' i l  d é c r o î t  c o n s i d é r a b l e -  

ment ( Y5 p. 100) a p r è s  d e s t r u c t i o n  du noyau a rqué  (KREY e t  SILVERMAN 1 5  78) .  

- pour une a u t r e  p a r t  d e  neurones  p r é o p t i q u e s ,  d o n t  l e s  axones t r a v e r s e r a i e n t  

ven t ra lement  l ' a i r e  suprachiasmat ique p u i s  l a  r é g i o n  r é t r o c h i a s m a t i q u e  e t  s e  

p r o j e t t e r a i e n t  pour  l a  p l u p a r t  dans  l a  zone i n t e r n e  de l ' éminence médiane e t  

pour quelques-uns d a n s  l e s  s u r f a c e s  v e n t r a l e  e t  l a t é r a l e s  d e  l a  t i g e  in fun-  

d i b u l a i r e .  Ces t r a j e c t o i r e s  s e r a i e n t  e n  accord avec  l e  f a i t  que d e s  l é s i o n s  

d e  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  médiane ou de l ' a i r e  suprachiasmat ique provoquent  une 

d é p l é t i o n  du m a t é r i e l  i m u n o r é a c t i f  d e s  f i b r e s  e t  d e s  t e rmina i sons  ne rveuses  

de ces  zones de  1 'éminence médiane. Des l é s i o n s  dans  l e s  a u t r e s  r é g i o n s  

( a i r e  s e p t a l e ,  c o r p s  m a m n i l l a i r e s ,  noyau amygdalien,  f o r n i x )  n ' o n t  aucun 

e f f e t  (KREY e t  SILVERMAN 1978). Ces axones s e  t e rminen t  a u t o u r  d e s  c a p i l -  

l a i r e s  f e n ê t r é s  du  système p o r t e  p r i m a i r e  (p lexus  i n t e r c a l a i r e  e t  anses  

i n f u n d i b u l a i r e s )  dans  l e s q u e l s  i l s  d é v e r s e n t  l e  LRF, c e l u i - c i  gagnant 

l 'adénohypophyse p a r  v o i e  hémale,  p e u t  a l o r s  c o n t r ô l e r  l a  l i b é r a t i o n  d e s  

gonadotrophines  LH e t  FSH. 



Planche II : 

Sys témat i sa t ion  des  neurones à LRF chez l e  cobaye, d ' après  BARRY (1979 a )  

1 : pér icaryons  de l 'hypothalamus médiobasal 

2 : pér icaryons  de l a  zone préopt ico- terminale  

3 : pér icaryons  de l ' a i r e  péricommissurale r o s t r a l e  

4 : pér icaryons  de l a  zone p a r a o l f a c t i v e  

A : Adénohypophyse 

M : Corps mamil la i re  

M s  : Mésencéphale 

N : lobe nerveux de l 'hypophyse 

O : Chiasma opt ique 

R : Commissure r o s  t r a l e  

S : Septum 

T : Thalamus 

V : IIIème v e n t r i c u l e  

ab,  b r t ,  h i p ,  h i t ,  h n t ,  p s t ,  S C ,  s e t  : d i f f é r e n t s  t r a j e t s  des  f i b r e s  

immunoréactives. 
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Planche III : Systématisat ion des neurones à LRF chez le cobaye, d 'après  

S ILVERMAN e t KREY ( 1 978 ) 

AC : Couunissure blanche an té r i eu re  

an : noyau arqué 

Ant. co l l .  : c o l l i c u l u s  a n t é r i e u r  

CC : corps ca l l eux  

db : noyau des bande le t t e s  diagonales de BROCA 

F : Fornix 

FR : Fasciculus r e  t ro f  l e m s  

i p n  : noyau in te rpédoncula i re  

LV : ven t r i cu l e  l a t é r a l  

mb : corps mamillaire 

me : éminence médiane 

mhn : noyau habénulaire  médian 

'W oa : a i r e  préoptique médiane 

msn : noyau septomédian 

MRF : formation r é t i c u l a i r e  mésencéphalique 

OC : chiasma opt ique 

o. tub. : tubercules  o l f a c t i f s  

o v l t  : organe vascu la i r e  de l a  lame terminale  

P o s t .  co l l .  : c o l l i c u l u s  pos t é r i eu r  

pscn : por t ion  préopt ique du noyau suprachiasmatique 

r n  : noyau rouge 

s cn : noyau suprachiasmatique 

III V : IIIème ven t r i cu l e  

vmn : noyau ventromédiari 

v t a  : a i r e  tegmentale ven t r a l e  



THALAMUS 



Planche I V  : Systématisat ion des neurones à LRF chez l e  s inge  é c u r e u i l ,  d ' après  

BARRY ( 1 97 9 a) 

1 : péricaryons de 1 'hypothalamus médiobasal 

2 : péricaryons de l a  zone préopt ico-terminale  

3 : péricaryons de 1 ' a i r e  péricommissurale r o s t r a l e  

4 : péricaryons de l a  zone pa rao l f ac t ive  

5 : pcricaryons du mésencéphale r o s t r a l  

6 : péricaryons de l a  zone limbique r o s t r a l e  

7 : péricaryons sep toépi thalamiques 

8 : péricaryons habénulaires  

9 : péricaryons du thalamus médian 

E : Epiphyse 

F : Fornix 

H : Ganglion habénulaire  

L : Lame terminale 

P : Commissure blanche pos t é r i eu re  
4 S : aqueduc de Sylvius  

SO : Organe subforn ica l  

( a u t r e s  abrevia t ions  : c f .  planche II, p. 7) 





C e r t a i n s  d e  ces  axones s e  p ro longen t  jusque dans  l a  posthypophyse 

(SILVERMAN e t  ZIMMERMAN 1978),  formant  l e  t r a c t u s  hypothalamo-neurohypophy- 

s a i r e .  - 
l e  t r a c t u s  p r é o p t i c o - t e r m i n a l  ; c e  t r a c t u s  s e r a i t  formé p a r  d e s  neurones  

ayan t  l e u r s  c o r p s  c e l l u l a i r e s  p r i n c i p a l e m e n t  dans l a  lame t e r m i n a l e  ( q u i  

s ' é t e n d  du chiasma o p t i q u e  à l a  commissure blanche a n t é r i e u r e  du  t r o i s i è m e  

v e n t r i c u l e )  , dans  l a  r é g i o n  p r é o p t i q u e  ou,  pour que lques -uns  d ' e n t r e  eux ,  

dans  l 'hypothalamus a n t é r i e u r  ( m i s  e n  évidence également chez  l e s  p r imates  

BARRY e t  CARETTE 1975, BARRY e t  Co11.1976ab); l e u r s  axones s e  t e rminen t  au 

niveau de l ' o r g a n e  v a s c u l a i r e  de l a  lame t e r m i n a l e  (OVLT). En e f f e t ,  des  l é -  

s i o n s  de  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  médiane ou d e  l a  lame t e r m i n a l e  f o n t  c h u t e r  consi -  

dérablement  l e  marquage des  axones au n iveau  d e  llOVLT, e n  revanche l e s  

a u t r e s  l é s i o n s  (y compris c e l l e s  du noyau arqué)  n ' a f f e c t e n t  p a s  ces  axones 

(SILVERMAN e t  KREY 1978). Ce r é s e a u  v a s c u l a i r e  possède d e s  c a p i l l a i r e s  f e n ê t r é s  

(Réf.  dans  BOUCHAUD 1975 ; WEINDL e t  SOFRONIEW 1978) dans  l e s q u e l s  l e  LRF p e u t  
A e t r e  d é v e r s é  ; l e  sang veineux e s t  e n s u i t e  d r a î n é  dans  l a  c i r c u l a t i o n  g é n é r a l e ,  

dans  l e s  c a p i l l a i r e s  de  l a  r é g i o n  médio-préoptique (PALKOVITS e t  Col l .  1978) 

ou de  l ' a i r e  pér icommissurale  r o s t r a l e  (WEINDL e t  SOFRONIEW 1978). Il ne semble 

pas  y  a v o i r  d e  connexions avec l e  système p o r t e  hypophysaire .  

En o u t r e  d e s  axones d e  ce t r a c t u s  p r é o p t i c o - t e r m i n a l  p o u r r a i e n t  

a t t e i n d r e  e t  t r a v e r s e r  l a  l i m i t a n t e  g l i a l e  ou envoyer d e  f i n e s  t e rmina i sons  

nerveuses  e n t r e  l e s  épendymocytes bordan t  l e  t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  (BARRY, 1978),  

l a i s s a n t  supposer  une a c t i o n  p o s s i b l e  d u  LRF p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  du l i q u i d e  

cépha lo- rach id ien ,  

3 " )  l e  t r a c t u s  p réop t ico-supraop t ique  (BARRY e t  Col l .  1973 c ,  1974 ; BARRY e t  

DUBOIS 1974 c )  d o n t  l e s  axones,  i s s u s  d e  l 'hypothalamus r o s t r a l  e t  de  l ' a i r e  

pé r icommissura le ,  s e  d i r i g e n t  b i l a t é r a l e m e n t  v e r s  l a  c r ê t e  supraop t ique  e t  l a  

r ég iun  suprach iasmat ique .  Ce t r a c t u s ,  à l a  d i f f é r e n c e  du t r a c t u s  p réop t ico-  

t e rmina l  q u i ,  l u i ,  e s t  impor tan t  dans  d e  nombreuses espèces  a n i m a l e s ,  semble 

a s s e z  p a r t i c u l i e r  au cobaye. 

4 O )  c e r t a i n s  neurones  du septum, de l a  b a n d e l e t t e  d i a g o n a l e  de  BROCA, d e  l ' a i r e  

pér icommissurale  e t  d e  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  médiane, p r o j e t t e n t  l e u r s  axones 

dans  l 'hypothalamus dorsornédian ; c e s  axones convergent v e r s  l a  capsu le  f i -  

b reuse  s e  t r o u v a n t  sous  l e s  corps  mami l l a i r e s  e t  s e  p o u r s u i v e n t  v e r s  l ' a i r e  

tegmentale  v e n t r a l e  e t  l e  mésencéphale. 



l e  t r a c t u s  sep to -ép i  thalamique h a b é n u l a i r e  e t  thalamique (BARRY 1975 a ) .  

Il s e  compose de  neurones  du septum, d e  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  médiane,  d e  l a  

b a n d e l e t t e  d i a g o n a l e  de BROCA a i n s i  que d e  quelques  neurones  ép i tha lamiques  

ou h a b é n u l a i r e s .  Leurs  axones p a s s e n t  p a r  l a  s t r i e  m é d u l l a i r e  e t  s e  t e rminen t  

dans  l e  noyau médian de l ' h a b é n u l a  ou dans  l e  noyau thalamique médiodorsal  ; 

c e r t a i n s  d ' e n t r e  eux ,  p a r  l a  v o i e  du  f a s c i c u l u s  r é t r o f l e x u s ,  se d i r i g e r a i e n t  

v e r s  l e  g a n g l i o n  i n t e r p é d o n c u l a i r e  (SILVERMAN e t  ZIMMERMAN 1978) ; d ' a u t r e s  

p o u r r a i e n t  gagner  l e  c o l l i c u l u s  s u p é r i e u r  où d e s  f i b r e s  r é a c t i v e s  o n t  égale-  

ment é t é  o b s e r v é e s ,  mais c e c i  e s t  t r è s  hypothé t ique ,  

6") l e  t r a c t u s  l imbique r o s t r a l  don t  l e s  axones p a r t e n t  d e  l a  commissure b lanche  

a n t é r i e u r e  e t  s e  renden t  dans l e  t é l e n c é p h a l e  (BARRY e t  DUBOIS 1976, BARRY e t  

Col l .  1 97 6 a  ; m i s  e n  évidence également chez l e  l a p i n  BARRY 197 6 a,  e t  l e  

s i n g e  é c u r e u i  1 BARRY 1 976 b  , 1 978). 

7") l e  groupe d e s  neurones  s e  s i t u a n t  d a n s  l a  subs tance  a n t é r i e u r e  p e r f o r é e  d e s  

t u b e r c u l e s  o l f a c t i f s  e t  dont  l e s  axones s e  t e rminen t  a u t o u r  d e s  l a r g e s  v a i s -  

seaux sanguins  d e  c e t t e  rég ion .  Ce groupe semble a s s e z  d é l i m i t é ,  e n  e f f e t  l e s  

l é s i o n s  d e s  a u t r e s  groupes de c e l l u l e s  à LRF n ' a f f e c t e n t  p a s  l ' i n t e n s i t é  du  

marquage d e s  c e l l u l e s  e t  d e s  f i b r e s  de c e t t e  zone (SILVERMAN e t  KREY 1978). 

8") l e  t r a c t u s  hypothalamo-amygdalien (BARRY e t  Col l .  1973 c ,  LEONARDELLI e t  

POULAIN 1977). Les axones d e  ce  t r a c t u s  s e  t e rminen t  au n iveau  d e s  noyaux 

amygdaliens basomédians. 

Ces d i f f é r e n t s  t r a c t u s  ressemblen t  aux t r a c t u s  n e u r o - s é c r é t o i r e s  

e x t r a h y p o p h y s a i r e s ,  o r i g i n a i r e s  d e s  noyaux p a r a v e n t r i c u l a i r e  e t  supraop t ique  dé-  

c r i t s  p a r  BARRY 1554 , à l ' a i d e  de t echn iques  de  GOMORI chez l a  chauve-souris 

Rhino lophus . 

La topographie  e t  l ' i m p o r t a n c e  r e s p e c t i v e s  d e s  t r a c t u s  de  neu- 

rones  à LRF peuvent  ê t r e  quelque peu d i f f é r e n t e s  s e l o n  l ' e s p è c e .  P a r  exemple : 

- l e  t r a c t u s  p réop t ico-supraop t ique  semble a s s e z  s p é c i f i q u e  du cobaye ; 

- a l o r s  que l e s  p é r i c a r y o n s  d e s  neurones  d e  l 'hypothalamus médiobasal  s o n t  p r i n c i -  

palement l o c a l i s é s  d a n s  l e  noyau a r q u é  chez l e  cobaye, chez  Ir: r a t  i l s  semblent 

i n e x i s t a n t s  d a n s  l e  noyau arqué e t  s o n t  davantage r é p a r t i s  à l a  b a s e  d e  l ' a i r e  

hypothalamique t u b é r a l e  (KAWANO H. e t  DAIKOKU S. 1981). 

- chez l e  cobaye , l a  déconnexion de l 'hypothalamus médiobasal  ou l e s  l é s i o n s  d e  



l ' a i r e  préopt ique  a f f e c t e n t  a s sez  peu l ' imrnunoréactivité observite dans l ' i n fun -  

dibulum. Chez l e  r a t  e t  l a  s o u r i s ,  d e  t e l l e s  expér iences  f o n t  d é c r o î t r e  considé- 

rablement l e s  t aux  de  LRF de l 'hypothalamus médiobasal (Réf. dans BARRY 1979 a) 

e t  l e  nombre de f i b r e s  r é a c t i v e s  de l 'éminence médiane (SETALO e t  Col l .  1976) 

sans q u ' i l  s o i t  probable que ces modi f ica t ions  pu i s sen t  ê t r e  a t t r i b u é e s  à l a  sup- 

press ion  de c e r t a i n e s  a f f é r ences  q u i  semblent p lu s  a g i r ,  p a r  exemple chez le r a t  

déshydra té ,  su r  l e s  pér icaryons  de l ' a i r e  préopt ique ,  en augmentant l e u r  r é a c t i -  

v i t é ,  que s u r  ceux de  l 'hypothalamus b a s a l  ( ~ I S C I ~  1978). Ceci suppose, chez ces  

animaux, une p a r t i c i p a t i o n  p l u s  importante  des neurones r o s t r a u x  au t r a c t u s  hypo- 

thalamo-infundibulaire ,  que chez l e  cobaye. 

A l 'opposé,  chez l e s  pr imates  ( s inge  é c u r e u i l ,  Iiomme) , il e x i s t e  

pa r t i cu l i è r emen t  peu de l i a i s o n s  axoniques e n t r e  l 'hypothalamus r o s t r a l  e t  l 'hypo- 

thalamus b a s a l  ; l a  grande m a j o r i t é  des  f i b r e s  formant l e  t r a c t u s  hypothalamo- 

i n fund ibu la i r e  provi ,endrai t  de pér icaryons  de  l 'hypothalamus médiobasal (BARRY 

197 9 a ) .  

- i l  f a u t  no t e r  que chez l e  hamster ,  PICKARD e t  SILVERMAN (1 976) on t  observé d e  

nombreux pér icaryons  à LW dans l 'hypothalamus médian, mais aucun dans l e s  r ég ions  

p lu s  r o s  t r a l e s .  

S ' i l  e s t  néanmoins probable  q u ' i l  e x i s t e  des  grands mécanismes 

de r égu la t i on  a s sez  semblables dans ces  d i f f é r e n t e s  e spèces ,  c e t t e  d i spe r s ion  d e s  

neurones à LRF rend l e s  r é s u l t a t s  expérimentaux p l u s  complexes e t  l e u r  i n t e rp ré -  

t a t i o n  p l u s  d é l i c a t e .  

Il f a u t  sou l igne r  que l e  LRF p o u r r a i t  a v o i r  p l u s i e u r s  modes d ' ac -  

t i o n  : - 

1") déversé  dans l e s  c a p i l l a i r e s  du système po r t e  hypophysaire,  i l  gagne l ' a n t é -  

hypophyse e t  peut  a g i r  s u r  l e s  c e l l u l e s  gonadotropes ( t r a c t u s  hypothalamo- 

i n f u n d i b u l a i r e ) .  

2 " )  déversé  dans l e s  c a p i l l a i r e s  de l 'o rgane  v a s c u l a i r e  de l a  lame te rmina le ,  il 

e n t r e  dans l a  c i r c u l a t i o n  généra le  à p a r t i r  de l a q u e l l e  on lie connaî t  pas 

encore s a  f i n a l i t é ,  i 1 peut  a l o r s  également a t t e i n d r e  1' anttShypophyse mais à 

l ' é t a t  t r è s  d i l u é  ; il  peut également gagner l ' a i r e  médiane préopt ique ou 

1 ' a i r e  commissurale r o s  t r a l e  s u r  l e sque l l e s  il p o u r r a i t  exercer  un rétro-con- 

t r ô l e  ( t r a c t u s  préopt ico- terminal)  . 



3 " )  i l  p e u t  a u s s i  ê t r e  e x c r é t f  dans l e  l i q u i d e  c é r é b r o - s p i n a l  i n t e r n e  ou e x t e r n e .  

e n f i n ,  il p o u r r a i t  a g i r  comme un n e u r o t r a n s m e t t e u r  ou un neuromodulateur p a r  

l ' i n t e r m é d i a i r e  de  "synapses  n e u r o s é c r é t o i r e s "  semblables  à c e l l e s  d é c r i t e s  

p a r  BARRY e n  1954 concernant  l e s  t r a c t u s  n e u r o s é c r é t o i r e s  e x t r a h y p o p h y s a i r e s  

GOMORI p o s i t i f s .  En e f f e t ,  d e s  images d e  t e l l e s  synapses  ou d e  t e rmina i sons  

d i f f u s e s  d 'axones  e t  d e  c o l l a t é r a l e s  r é a c t i v e s  au tour  de  neurones  non r é a c t i f s  

o n t  é t é  obse rvées  p a r  BARRY e t  Col l .  1973 c ,  s u r t o u t  dans  l a  c r ê t e  supra-  

o p t i q u e ,  l e  g a n g l i o n  médian habénu l a i r e ,  l e  noyau thalamique dorsomédian e t  

l e  gang l ion  i n t e r p é d o n c u l a i r e .  C e r t a i n e s  d e  c e s  synapses  s e m b l e r a i e n t  ê t r e  d e  

type axosomatique formant des  d i s p o s i t i f s  e n  " c o r b e i l l e s  p é r i c e l l u l a i r e s " .  

Les  neurones  à LRF, e t  p l u s  spéc ia lement  ceux d e s  t r a c t u s  e x t r a -  

hypothalamiques,  j o u e r a i e n t  un r ô l e  d a n s  l e  c o n t r ô l e  d u  comportement s e x u e l ;  e n  

e f f e t ,  chez  l e  r a t ,  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  e s t  impl iquée dans  l e  comportement s e x u e l  
I 

du mâle (HEZMER e t  LARSSON 1 967, r é f .  dans  PFAFF 1978),  a l o r s  que l ' hypo tha lamis  

médiobasal  e t  l e  mésencéphale s o n t  impl iqués  dans  l e  c o n t r ô l e  du  comportement 

s e x u e l  f emel le  ( r é f .  dans  PFAFF 1978). Chez l e  l a p i n  f e m e l l e ,  l a  m a j o r i t é  d e s  f i -  

b r e s  r é a c t i v e s  avec  des  anti-LRF dev iennen t  i n v i s i b l e s  a p r è s  c o p u l a t i o n  (SETALO 

e t  Col l .  1978). O r ,  chez l e  s i n g e  é c u r e u i l ,  (BARRY 1979 a )  a n o t é  que l e s  t r a c t u s  

septo-épithalamo-habénulaires é t a i e n t  davan tage  v i s i b l e s  d u r a n t  l ' é t é ,  pé r iode  d e  

f a i b l e  a c t i v i t é  s e x u e l l e .  Chez l'homme, l e  LRF semble a v o i r  également d e s  e f f e t s  

s u r  l e  comportement s e x u e l  (Réf . dans  MOSS 1 978). 

La s é c r é t i o n  tonique de  LH semble ê t r e  c o n t r ô l é e  p a r  l e s  neurones  

d e  l 'hypothalamus médiobasal .  En e f f e t ,  chez l e  cobaye, d e s  l é s i o n s  d u  noyau a rqué  

provoquent une d i m i n u t i o n  marquée d e s  t a u x  d e  l a  LH b a s a l e  chez le  mâle ,  a i n s i  

qu'une a t t é n u a t i o n  s é v è r e  du p i c  de LH de  p o s t c a s t r a t i o n  chez l e s  f e m e l l e s ,  c e c i  

s a n s  q u ' i l  y a i t  néc rose  d e  l a  g lande p i t u i t a i r e  e t  avan t  t o u t e  augmentation d e  

po ids  d e s  glandes  s u r r é n a l e s  (KREY e t  SILVERMAN 1978). Des l é s i o n s  d u  noyau a r q u é  

o n t  p r o d u i t  l e s  m ê m e s  e f f e t s  s u r  l a  s é c r é t i o n  ton ique  d e  LH chez le r a t  e t  l e  

s inge  Rhésus (CHEUNG e t  DAVIDSON 1977 ; PIACZEK e t  HOFSTETTER 1 Y77 ; PLANT e t  

Col l .  1978). Parmi l e s  neurones  du t r a c t u s  hypothalamo-infundibulaire ,  s e u l s  l e s  

neurones t u b é r o - i n f u n d i b u l a i r e s  semblent jouer  un r ô l e  p répondéran t  s u r  l a  s é c r é -  

t i o n  ton ique  de  LH ; e n  e f f e t ,  d e s  l é s i o n s  de  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  ou d u  noyau supra-  

chiasmat ique ne provoquent pas  l e s  e f f e t s  obtenus  p a r  l a  d e s t r u c t i o n  du noyau a rqué  

s u r  l a  s é c r é t i o n  d e  LH chez l e  cobaye mâle ou s u r  l e  p i c  d e  p o s t c a s t r a t i o n  chez l e  

cobaye femel le  (KREY e t  SILVERMAN 1978). D e  p l u s ,  e n  accord avec. l e s  r é s u l t a t s  de 



HALASZ e t  GORSKI 1967 chez l e  r a t ,  l a  déconnexion d e  l 'hypothalamus chez l e  cobaye 

(BUTLER e t  DONOVAN 197 1 )  ou chez l e  s i n g e  (KREY e t  Col l .  1975) n ' i n f  luence pas  l a  

s é c r é t i o n  ton ique  d e s  gonadotrophines .  

L ' i d e n t i t é  d e s  neurones  à LRF r e s p o n s a b l e s  d u  c o n t r ô l e  de  l a  

s é c r é t i o n  c y c l i q u e  de l a  LH e s t  beaucoup p l u s  d i s c u t é e  e t  encore  i n c e r t a i n e  ; i l  

s e m b l e r a i t  que s o i e n t  concernés p a r  ce r ô l e  phys io log ique ,  e s s e n t i e l l e m e n t  les 

neurones  du t r a c t u s  p r é o p t i c o - t e r m i n a l  a i n s i  que l e s  neurones  de  l a  r é g i o n  ros-  

t r a l e  q u i  e n v o i e n t  l e u r s  axones v e r s  l ' éminence médiane. Les r é s u l t a t s  expérimen- 

taux s o n t  a s s e z  c o n t r a d i c t o i r e s  ; e n  e f f e t  chez l e  cobaye,  d a n s  l ' e x p é r i e n c e  d e  

TERASAWA e t  WIEGAND 1978, l a  s e c t i o n  d e s  t r a c t u s  préopt ico- infundibula i res  n ' a  p a s  

empêché l e s  p i c s  p r é o v u l a t o i r e s  de  gonadotrophines  d e  s e  p r o d u i r e  e t  chez l e  s i n g e  

Rhésus, l ' i s o l e m e n t  d e  l 'hypothalamus médiobasal  n ' a  eu que t r è s  peu d ' e f f e t  s u r  

c e t t e  c e s s i o n  c y c l i q u e  e t  s u r  l ' o v u l a t i o n  (KNOBIL 1974, KREY e t  Col l .  1975). En 

revanche,  chez l e  r a t  (HALASZ e t  GORSKI 1967) e t  l e  hamster  (NORMAN e t  Col l .  1972),  

c e l u i - c i  provoque un blocage permanent de l ' o v u l a t i o n .  

De p l u s ,  chez  le r a t  (SAMSON e t  Mc CANN 1979 a-b) ,  d e s  l é s i o n s  d e  

1'OVLT ou du noyau suprach iasmat ique  b loquen t  t o t a l e m e n t  l a  décharge  d e s  gonado- 

t r o p h i n e s  i n d u i t e  p a r  l a  p r o g e s t é r o n e  ( s a n s  a f f e c t e r  l a  s é c r é t i o n  ton ique  de  LH 

e t  d e  FSH) e t  provoquent une d iminu t ion  du LRF dans  l ' éminence médiane. De même, 

l a  d é a f f é r e n t a t i o n  d e  l 'hypothalamus chez l a  b r e b i s  ovar iec tomisée  supprime l ' i n -  

d u c t i o n  d e  l a  décharge d e  LH p r o d u i t e  normalement p a r  l ' o e s t r a d i o l  (JACKSON e t  

Col l .  1978). 

Chez l e  s i n g e  é c u r e u i l ,  au cours du c y c l e  o e s t r a l ,  BARRY (1 97 9 b)  

a observé  des  m o d i f i c a t i o n s  p é r i o d i q u e s  d u  t r a c t u s  p réop t ico- te rmina l  à LRF e t  

chez l e  r a t ,  WENGER e t  LEONARDELLI 1980 o n t  c o n s t a t é  d e s  v a r i a t i o n s  c y c l i q u e s  du 

contenu e n  LRF de  1'OVLT a i n s i  que du nombre e t  du d i a m è t r e  d e s  v é s i c u l e s  granu- 

l e u s e s  dans  l e s  t e rmina i sons  ne rveuses  d e  c e t t e  r é g i o n ,  

Les c o n t r a d i c t i o n s  expér imenta les  peuvent  r é s u l t e r  d e  l a  complex i té  

d e s  sys tèmes d e  r é g u l a t i o n ,  néanmoins, s ' i l  a p p a r a î t  a s s e z  ne t t ement  chez l e  r a t ,  

que ce s o n t  l e s  groupes de  neurones  r o s t r a u x  q u i  s o n t  p r inc ipa lement  impl iqués  

dans  l e  c o n t r ô l e  d e  l a  s é c r é t i o n  c y c l i q u e  de  l a  LH ( e t  donc d e  l ' o v u l a t i o n ) ,  c h e z  

l e  cobaye,  c e s  d e r n i e r s  ne semblent curieusement p a s  jouer  un t e l  r ô l e .  

Nous nous sommes donc proposé d ' e s s a y e r  d ' é t u d i e r  l ' impor tance  

q u ' i l s  pouva ien t  a v o i r  dans le phénomène de  l ' o v u l a t i o n .  



Les neurones  à LRF r e ç o i v e n t  d e  nombreuses a f f é r e n c e s  q u i  modulent 

l e u r  a c t i v i t é ,  a i n s i  : 

- parmi l e s  ca técho lamines ,  l ' a c t i o n  de l a  dopamine e s t  t r è s  d i s c u t é e  ; e l l e  pour- 

r a i t  ê t r e  double  : f a c i l i t a n t e  p a r  son a c t i o n  s u r  des  récep teurs  i n h i b é s  

p a r  l ' h a l o p é r i d o l  e t  i n h i b i t r i c e  p a r  son a c t i o n  s u r  ceux i n h i b é s  p a r  l e  pimozide 

ou l e  dompéridone (SARKAR e t  FINK 1981). 

Il p o u r r a i t  e x i s t e r  d e s  i n t e r a c t i o n s  d e  type axo-axonique e n t r e  l e s  nombreuses 

t e rmina i sons  d e s  neurones  à LRF e t  d e s  neurones  à dopamine dans l ' éminence mé- 

d i a n e ,  c e r t a i n s  d e  c e s  neurones  monoaminergiques s t i m u l a n t  a i n s i  l a  c e s s i o n  du 

LRF dans  l e s  v a i s s e a u x  du système p o r t e  hypophysaire  (KAMBERI e t  C o l l ,  1969, 

LEONARDELLI 1 97 1 ) . 
La norép inéphr ine  ( n o r a d r é n a l i n e ) ,  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de r é c e p t e u r s  

a -adrénerg iques ,  s t i m u l e  l a  décharge p r é o v u l a t o i r e  d e  LH (SAWYER e t  C o l l .  1947, 

SAWYER 1952, RANCE e t  Col l .  1981). 

- l a  5-hydroxy t r y p  tamine ( s é r o t o n i n e )  augmente l e  contenu en  LRF d e s  neurones  

(LEONARDELLI e t  C o l l .  1974) e t  simultanément p e u t ,  s o i t  i n h i b e r  l a  s é c r é t i o n  de 

LH (LEONARUELLI. e t  CROIX 1 977, KAMBERI e t  c o l l .  1 970) , s o i t  1 ' augmenter (PORTER 

e t  Col l .  1971/72). E l l e  bloque l ' o v u l a t i o n  (O'STEEN 1965, KORDON e t  GLOWLNSKL 

1 972). 

- l ' a c é t y l c h o l i n e  provoque,  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de  r é c e p t e u r s  muscar in iques ,  une 

a c t i v a t i o n  d e s  neurones  à LRF. 

- l e s  neurones s é c r é t a n t  des  neuropep t ides  à a c t i v i t é  morphinomimétique t e l s  l e s  

e n k é p h a l i n e s ,  o n t  un e f  £ e t  i n h i b i t e u r  s u r  l e s  neurones  à LRF. En e f f e t  i l s  b lo -  

q u e n t  l a  décharge p r é o v u l a t o i r e  de  LH ; l e u r  a c t i o n  p e u t  ê t r e  a n é a n t i e  p a r  l a  .. 
naloxone e t  également p a r  l ' i n j e c t i o n  de LRF (KOVES e t  Col l .  1981) ; i l s  ag i s -  

s e n t  p a r  1 ' i n t e r m é d i a i r e  'de  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  aux op iacés .  Des t e rmina i sons  

ne rveuses  de c e s  neurones  o n t  é t é  mises  e n  évidence dans  l 'éminence médiane chez 

l e  r a t  (HOKFELT e t  C o l l .  1978) e t  chez l e  cobaye (TRAMU e t  LEONARDELLI 1979, 

BEAUVILLAIN e t  Col l .  1980, TRAMU e t  Col l .  1981). 

Les r é c e p t e u r s  s u r  l e s q u e l s  a g i s s e n t  t o u t e s  c e s  s u b s t a n c e s  s e  

s i t u e r a i e n t  s o i t  d i r e c t e m e n t  s u r  l e s  neurones  à LRF, s o i t  s u r  d e s  i n t e r n e u r o n e s .  



Les s t é r o ï d e s  gonadiques j o u e n t  un r ô l e  important  d a n s  l a  régu- 

l a t i o n  de  l a  s é c r é t i o n  d e s  hormones gonadotropes.  Des neurones d e  l ' hypo tha lamus  

a n t é r i e u r  f i x a n t  l e s  o e s t r o g è n e s  t r i t i é s  o n t  é t é  mis e n  évidence c h e z  les Rongeurs 

(KAT0 e t  VILLEE 1 967, STUMPF 1 968, 1 97 1 , WAREMBOURG 1 97 0, PFAFF e t  KEINER 1 973) ; 

e n  revanche,  chez l e s  P r i m a t e s ,  l a  p l u p a r t  d e s  s i t e s  o e s t r o g é n o - s e n s i b l e s  s o n t  

l o c a l i s é s  dans  1 'hypothalamus médiobasal  (FERIN e t  Col l .  1974),  c e c i  es t  p e u t - ê t r e  

e n  r e l a t i o n  avec  l a  d i £  f é rence  d e  r é p a r t i t i o n  d e s  neurones  à LRF. Des r é c e p t e u r s  

d ' o e s t r a d i o l  o n t  également pu ê t r e  i s o l é s ,  chez  l e  r a t ,  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  

g r a d i e n t  de d e n s i t é  d e  s u c r o s e ,  à p a r t i r  de  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  a n t é r i e u r e ,  d e  1 '6 -  

minence médiane e t  d e  1' antéhypophyse (KAT0 1973). 

De nombreux t ravaux  t e l s  ceux d e  FLERKO 1957 a-b, FLERKO e t  

BARDOS 1960, montrant  l e  r ô l e  de  l ' a i r e  hypothalamique a n t é r i e u r e  d a n s  l a  diminu- 

t i o n  d e  l a  s é c r é t i o n  de FSH a p r è s  t r a i t e m e n t  aux o e s t r o g è n e s  chez l e s  r a t s ,  ceux 

de  HALASZ e t  GORSKI 1967 montrant  l e  r ô l e  de  c e t t e  a i r e  dans  l ' augmenta t ion  d e  l a  

s é c r é t i o n  d e  FSH a p r è s  c a s t r a t i o n ,  a i n s i  que l e s  r é s u l t a t s  après  d e s  l é s i o n s  sté- 

r é o t a x i q u e s  de  l 'hypothalamus a n t é r i e u r  p r a t i q u é e s  chez l e  cobaye f e m e l l e  (POULAIN 

1968) é t a i e n t  e n  accord avec l ' hypo thèse  de  FLERKO e t  SZENTAGOTHAI 1957 : l ' a i r e  

hypothalamique a n t é r i e u r e ,  t o u t  au moins chez l e s  Rongeurs, c o n t i e n d r a i t  d e s  ré- 

cep t e u r s  s e n s i b l e s  aux o e s t r o g è n e s  , r e s p o n s a b l e s  d 'une r é t r o a c t i o n  n é g a t i v e  s u r  l a  

s é c r é t i o n  préhypophysaire  d e  FSH. Ces r é c e p t e u r s  s e r a i e n t  e n  f a i t  l o c a l i s é s  e n  

p o s i t i o n  immédiatement r o s  t r a l e  p a r  r a p p o r t  au noyau p a r a v e n t r i c u l a i r e  (PASTEELS 

e t  ECTORS 1969). 

Cormne l ' o n t  suggéré  BARRACLOUGH e t  GORSKI e n  1961, a l o r s  que l a  

r é g i o n  tubér ienne  s e r a i t  r e sponsab le  d 'une s é c r é t i o n  ton ique  d e  b a s e  d e  l a  LH e t  

s e r a i t  soumise à une r é t r o a c t i o n  n é g a t i v e  d e s  o e s t r o g è n e s ,  l a  r é g i o n  s u p r a c h i a s -  

matique s e r a i t  un c e n t r e  d e  c e s s i o n  c y c l i q u e  de c e t t e  hormone chez le  r a t  : e l l e  

c o n t i e n d r a i t  des  r é c e p t e u r s  probablement l o c a l i s é s  p l u s  an té r ieurement  e t  v e n t r a -  

lement que ceux a g i s s a n t  s u r  l e s  s é c r é t i o n s  de FSH (PASTEELS e t  ECTORS 1969) e t  

s u r  l e s q u e l s  s ' e x e r c e r a i t  une r é t r o a c t i o n  p o s i t i v e  d e s  oes t rogènes .  Cec i  e x p l i -  

q u e r a i t  l a  n é c e s s i t é  d ' u n e  augmentation des  t a u x  d ' o e s t r o g è n e s  c i r c u l a n t s  pour  

que p u i s s e  s e  p r o d u i r e  l a  décharge p r é o v u l a t o i r e  d e  LH. 

Les o e s t r o g è n e s  o n t  e n  f a i t  une a c t i o n  b iphas ique  s u r  l a  s é c r é t i o n  

de LH e t  s o n t ,  e n  o u t r e ,  c a p a b l e s  d ' a g i r  d i r e c t e m e n t  au n iveau  de l a  préhypophyse. 

En e f f e t ,  s i  l ' i n j e c t i o n  de t r è s  f a i b l e s  doses  d ' o e s t r a d i o l  



a f f e c t e  e s s e n t i e l l e m e n t  l a  s é c r é t i o n  d e  FSH, l ' i n j e c t i o n  d e  d o s e s  p l u s  é l e v é e s  

ou un t r a i t e m e n t  prolongé p r o d u i t ,  d a n s  un premier  temps, une d i m i n u t i o n  d e s  

s é c r é t i o n s  des  deux gonadotrophines  e t  de  l a  s e n s i b i l i t é  d e  l a  préhypophyse pour  

l e  LRF (NEGRO-VILAR e t  Col l .  1973, BLAKE e t  Col l .  1974) e t ,  dans  un second temps, 

un acc ro i s sement  d e  c e t t e  s e n s i b i l i t é  (DEBELJUK e t  C o l l .  1972), a i n s i  qu 'une aug- 

menta t ion  t r è s  n e t t e  d e s  t a u x  d e  LH s é r i q u e ,  ceux  d e  FSH n'augmentant que p l u s  

modérément. 

Un e f f e t  i n h i b i t e u r  d e s  oes t rogènes  s u r  l ' a p t i t u d e  de  l a  g lande  

p i t u i t a i r e  à répondre  au LRF a  é t é  montré p a r  FRAWLEY e t  C o l l .  1981 chez d e s  

s i n g e s  Rhésus dont  l a  t i g e  hypophysaire  a  é t é  s e c t i o n n é e  ; e n  e f f e t  c e s  animaux, 

une semaine a p r è s  o p é r a t i o n  ( t a u x  d e  s t é r o ï d e s  o v a r i e n s  b a s )  répondent à une 

i n j e c t i o n  de  LRF (20 pg) p a r  une s é c r é t i o n  de  LH 10 f o i s  p l u s  impor tan te  que s ' i l s  

o n t  é t é  t r a i t é s  aux o e s t r o g è n e s  a p r è s  l ' o p é r a t i o n  a f i n  d e  r é t a b l i r  l e s  t a u x  d 'oes -  

t r a d i o l  c i r c u l a n t s  de l a  phase  f o l l i c u l a i r e ,  ou que les animaux normaux. 

Chez l e  r a t  o v a r i e c t o m i s é ,  s i  l ' o e s t r o g è n e  e s t  a d m i n i s t r é  a p r è s  l e  

d é b u t  de  l a  s é c r é t i o n  d e  LH i n d u i t e  p a r  l e  LRF, l e  s t é r o l d e  supprime l a  décharge  

d e  LH (LIBERTUN e t  Col l .  1974, SCHUILLNG e t  GNODDE 1977) ; s ' i l  e s t  a d m i n i s t r é  

a v a n t  l e  commencement d 'une e x p o s i t i o n  au LRF, i l  provoque t o u t  d ' abord  une dimi-  

n u t i o n  de  l a  s e n s i b i l i t é  d e  l 'hypophyse au LRF, s u i v i e  d 'une  augmentation impor- 

t a n t e  (LIBERTUN e t  Col l .  1974, SCHUILING e t  GNODDE 1976, 1977). 

Ce double  e f f e t  s u r  l a  s é c r é t i o n  de LH obtenu p a r  l ' a d m i n i s t r a t i o n  

d ' o e s t r a d i o l ,  e s t  également observé  chez des  s i n g e s  Rhésus o v a r i e c t o m i s é s ,  d o n t  

l a  p r o d u c t i o n  d e  LRF endogène a  é t é  supprimée p a r  d e s  l é s i o n s  hypothalamiques ,  e t  

p l a c é s  sous  une i n f u s i o n  chronique i n t e r m i t t e n t e  ( i n t r a - v e n t r i c u l a i r e  c é r é b r a l e )  

d e  LRF s y n t h é t i q u e  ( 1  ug/min. pendant  6  minutes  t o u t e s  l e s  h e u r e s )  (NAKAI e t  C o l l .  

1978). 

I l  s e  p o u r r a i t  qu 'une t e l l e  a c t i o n  b i p h a s i q u e  de l ' o e s t r a d i o l  s e  

p r o d u i s e  au cours  du c y c l e  o e s t r a l  normal. 

11 f a u t  remarquer que l ' o e s t r a d i o l  p e u t  encore  a v o i r  une a c t i o n  

p o s i t i v e  s u r  l a  s é c r é t i o n  d e  LH p a r  l 'hypophyse l o r s q u ' i l  est  a d m i n i s t r é  8 h e u r e s  

a p r è s  l a  s e c t i o n  d e  l a  t i g e  p i t u i t a i r e  chez l e s  s i n g e s  Rhésus (FERIN e t  Col l .  1979) 

ou 24 heures  ( e t  même 48 h e u r e s ,  mais avec une e f f i c a c i t é  r é d u i t e )  a p r è s  q u ' a i t  

c e s s é  l ' i n f u s i o n  de  LRF chez  d e s  s i n g e s  Rhésus o v a r i e c t o m i s é s  e t  d o n t  l a  s é c r é t i o n  

d e  LRF endogène a é t é  supprimée (WILDT e t  C o l l .  1981). 

Outre  une première  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  s u r  l a  s é c r é t i o n  de  LH, 



l ' o e s t r a d i o l  a  donc,  s u r  l 'hypophyse,  une a c t i o n  s t i m u l a n t e  q u i  e s t  capab le  d e  

s ' e x e r c e r  r e l a t i v e m e n t  longtemps après  que l e  LRP a i t  d i s p a r u  de l a  c i r c u l a t i o n .  

T o u t e f o i s ,  i.1 e s t  démontré que l e  f a c t e u r  dé te rminan t  l e  moment 

du  p i c  p r é o v u l a t o i r e  de  LH s e  s i t u e  au niveau du c o n t r ô l e  de  l a  s é c r é t i o n  du  LRF 

e t  non de l a  c a p a c i t é  à répondre  de l 'hypophyse ; e n  e f f e t ,  KESNER e t  Col l .  1981 

o n t  montré ,  chez  l e s  b o v i n s ,  que l a  g lande p i t u i t a i r e  é t a i t  a u s s i  a p t e  à répondre  

au LRF 5 à 15 heures  avan t  l e  p i c  p r é o v u l a t o i r e  d e  LH qu 'au moment de  c e  p i c .  

L ' i n j e c t i o n  d e  f o r t e s  d o s e s  d ' o e s t r a d i o l  provoque une d i m i n u t i o n  

impor tan te  des  t a u x  d e s  deux gonadotrophines  avec un e f f e t  p l u s  r a p i d e  pour l a  LH 

q u i  p o u r r a i t  ê t r e  d û  à s a  d u r é e  de v i e  p l u s  c o u r t e  (demi-vie de 21 minutes  s e l o n  

YEN e t  Col l .  1968). 

P a r  a i l l e u r s ,  1 ' i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e  d e  benzoa te  d  ' o e s t r a d i o l  

provoque une augmentation d e s  taux d'AM. c y c l i q u e  dans  l 'hypothalamus ; c e t t e  aug- 

menta t ion  ne s e  p r o d u i t  p a s  l o r s q u e  l e s  animaux o n t  é t é  p r é t r a i t é s  p a r  d e s  a g e n t s  

b l o q u a n t s  a-adrénergiques  ; l e s  oes t rogènes  a g i r a i e n t  donc au n iveau  d e  l 'hypo-  

thalamus p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e s  neurones p r o d u i s a n t  d e s  catécholamines  d o n t  l a  

décharge  s t i r m l e r a i t  l a  fo rmat ion  d  'AMP cyc l ique  (GUNAGA e t  MENON 1973, WEISSMAN 

e t  SKOLNICK 1975). L ' i n j e c t i o n  d'AMI? cyc l ique  d a n s  l e  t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  en- 

t r a î n e  une augmentation d e s  t a u x  d e  LH plasmat ique l o r s q u e  l e s  d o s e s  s o n t  t r è s  

é l e v é e s .  L'Am c y c l i q u e  s e r a i t  donc un f a c t e u r  i m p o r t a n t  d e  r é g u l a t i o n  d e s  s é c r é -  

t i o n s  gonadotropes.  

En ce  q u i  concerne l ' a c t i o n  d e  l ' o e s t r a d i o l  au n iveau  du système 

nerveux c e n t r a l  s u r  l e  déclenchement de  l a  décharge  p r é o v u l a t o i r e  d e  LH, l 'hypo-  

t h è s e  d ' u n e  r é t r o a c t i o n  p o s i t i v e  de  c e t  o e s t r a d i o l ,  p l u t ô t  que c e l l e  d e  l a  l e v é e  

(au moment de l a  c h u t e  d e s  t a u x  sanguins )  d 'une i n h i b i t i o n  p r o d u i t e  p a r  un r é t r o -  

c o n t r ô l e  n é g a t i f ,  p e u t  ê t r e  r e t e n u e  p a r  l e  f a i t  q u e ,  chez  l e  r a t ,  (LEGAN e t  

KARSCH 1973) ,  l e  mouton (GODING e t  C o l l .  1969) e t  le s i n g e  (KARSCH e t  Col l .  1973),  

l a  décharge  d e  LH p e u t  ê t r e  amorcée avan t  q u ' i l  n ' y  a i t  eu  une d i m i n u t i o n  d e s  taux 

d ' o e s t r o g è n e s .  

La p r o g e s t é r o n e  a  une a c t i o n  i n h i b i t r i c e  s u r  l a  s é c r é t i o n  t o n i q u e  

d e  l a  LH ; c e t t e  a c t i o n  s ' e x e r c e  au niveau de l 'hypothalamus médiobasal  chez Le r a t .  

E l l e  a u r a i t  une double  a c t i o n  s u r  l a  s é c r é t i o n  c y c l i q u e  d e  l a  LH, f a c i l i t a n t e  au 

n iveau  d e  l ' antéhypophyse,  i n h i b i t r i c e  au n iveau  du système nerveux c e n t r a l .  



L ' a c t i v i t é  de  l ' axe  gonadotrope e s t  également en r e l a t i o n  avec 

l ' a c t i v i t é  de l ' a x e  co r t i co t rope .  

En e f f e t ,  il a é t é  montré que 1'ACTH inh ibe  l a  maturat ion sexue l l e  

a i n s i  que l a  s é c r é t i o n  d e  LH (CHRISTIAN 1971, COHEN e t  MANN 1979, OGLE 1977). 

Bien qu'encore capables d'une décharge d e  LH e t  d 'une ovula t ion  

après  adrénalectomie,  l e s  r a t e s  p ré sen ten t  a lo r s  des  cyc les  i r r é g u l i e r s  (BALDWIN 

e t  SAWYER 1975, FEDER e t  Coll .  1971, MANN e t  Coll. 1975) ; cec i  s e r a i t  dû à l a  

d i s p a r i t i o n  du rythme de l a  co r t i cos t é rone  (RAMALEY 1975). Chez l e  r a t ,  il a ne t -  

tement é t é  montré une augmentation des  taux de c o r t i c o s t é r o n e  en pro-oestrus 

(RAP S e t  Coll .  1 97 1 , PHILLIPS e t  POOLSANGUAN 1978) ; mais a u s s i  de 1 'ACTH 

(BUCKINGHAM e t  Coll .  1978) ; en f a i t ,  en dehors de c e t  au t eu r ,  chez l e  r a t ,  aucune 

étude d é t a i l l é e  n ' a  é t é  f a i t e  s u r  l e s  v a r i a t i o n s  de 1'ACTH e n  rappor t  avec l 'ovu- 

l a t i o n  ; de  p l u s ,  des modi f ica t ions  importantes ,  comme c e l l e s  qu i  e x i s t e n t  chez l e  

r a t ,  n ' o n t ,  à no t r e  connaissance, pas é t é  mises en  évidence chez l a  femme. 

Pour c e r t a i n s  au t eu r s ,  l 'augmentation l e n t e  de l a  progestérone 

plasmatique précédant  l a  décharge préovula to i re  d e  LH s e r a i t  d ' o r i g i n e  surréna- 

l i enne  e t  a u r a i t  un e f f e t  f a c i l i t a n t  s u r  c e t t e  décharge (FEDER e t  Coll .  1971, 

LAWTON 1972 : r e t a r d  ou absence du p i c  préovula to i re  d e  LH chez l e s  animaux 

adrénalectomisés ; HOLZBAUER e t  Coll. 1 969, HOLZBAUER e t  GODDEN 1974 : augmentation 

de l a  progestérone dans l a  glande e t  dans l e  sang de l a  ve ine  sur réna l ienne  e n  

pro-oes t r u s )  . 

En o u t r e ,  l e s  cort icostéro ' ides  augmentent l a  s e n s i b i l i t é  d e  l ' o -  

v a i r e  aux gonadotrophines (MANDL 1 954, RAMALEY 1973, RAMALEY e t  BARTOSIK 1 975). 

L ' i n j e c t i o n  de co r t i cos t é rone  à des  r a t e s  adrénalectomisées pro- 

voque une augmentation de l ' ampl i tude  de l a  s é c r é t i o n  d e  l a  LH en réponse à une 

adminis t ra t ion  de LRF (avec un maximum 6 heures après  l ' i n j e c t i o n  de c o r t i c o s t é -  

rone) a i n s i  qu'une augmentation de l a  v i t e s s e  de dégradat ion de l a  LH dans l e  

sang ; mais l ' h e u r e  d e  l ' i n j e c t i o n  de c e t t e  co r t i cos t é rone  n ' e s t  pas  i n d i f f é r e n t e  

( i n e f f i c a c e  à 5 h ; e f f i c a c e  à 17 h) , même chez d e s  animaux gardés en  i l l umina t ion  

constante  (COHEN e t  MANN 1981). E tan t  donné, en o u t r e ,  que l a  co r t i cos t é rone  s e u l e  

n ' a  pas  d ' e f f e t  s u r  l a  s é c r é t i o n  de LH par  des  c e l l u l e s  antéhypophysaires e n  cul-  

t u r e  mais augmente l e u r  réponse au LRF (FUJIHARA e t  SHIINO 1980), COHEN e t  MANN 

( 1 98 1 ) pensent que l a  c o r t i c o s  térone i n j e c t é e  aux animaux adrénalectomisés a g i t  

en prévenant  l a  montée de p r o l a c t i n e  (o r  l 'hyperprolact inémie inh ibe  l a  s é c r é t i o n  



b a s a l e  de  LH e t  l a  réponse au LRF, MINAGUCHI e t  MEITES 1967, LU e t  C o l l .  1976, 

SMITH 1 978,  WINTERS e t LORIAUX 1 978, GREELEY e t  KIZER 1 97 9) , a i n s i  que l a  séc ré -  

t i o n  de l1ACTH, qui s u i v e n t  l ' a d r é n a l e c t o m i e .  



Nous nous sonunes proposé d ' é t u d i e r  l ' a c t i v i t é  d e s  a x e s  gonado- 

t r o p e  e t  c o r t i c o t r o p e  au c o u r s  du c y c l e  o e s t r a l ,  e t  p r i n c i p a l e m e n t  dans  l a  p é r i o d e  

p é r i o v u l a t o i r e ,  chez l e  cobaye e t  l e  s i n g e  é c u r e u i l ,  p a r  une a n a l y s e  comparée : 

- d e s  v a r i a t i o n s  d e s  taux du LRF dans  d i f f é r e n t e s  zones hypothalamiques (notamment 

hypothalamus a n t é r i e u r  e t  OVLT, hypothalamus médiobasal  e t  éminence médiane) 

- d e s  v a r i a t i o n s  d e s  t a u x  d e s  gonadotrophines  hypophysa i res  e t  s é r i q u e s ,  d u  1 7  B 

o e s t r a d i o l  e t  d e  l a  p r o g e s t é r o n e  

- d e  1'ACTH e t  d u  c o r t i s o l  p lasmat iques .  

Pour c e l a ,  i l  nous a é t é  n é c e s s a i r e  d e  m e t t r e  au p o i n t  : 

- les dosages radio-imaunologiques d e s  gonadotrophines  d e  cobaye ( e t  dans  un p re -  

mier temps l a  p r é p a r a t i o n  de f r a c t i o n s  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é e s  d e  FSH e t  d e  LH 

hypophysaires  d e  cobaye) 

- l e s  dosages  r a d i o - i m u n o l o g i q u e s  d e s  gonadotrophines  d e  s i n g e  é c u r e u i l  

- l e  d3sage radio-inmunologique d u  LRF t i s s u l a i r e .  



TRAVAUX PERSONNELS 
------------------- 



MATERIEL ET METHODES ...................... 

1 - RECHERCHE DE SYSTEMES PERMllTTANT LES DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADO- 

TROPHINES DE COBAYE ET DE SINGE ECUREUIL 

A - PREPARATION DES FRACTIONS HYPOPHYSAIRES "FSH" ET "LH" DE COBAYE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Les FSH e t  LH s o n t  des  g l y c o p r o t é i n e s ;  s i  l e u r s  s t r u c t u r e s  n ' o n t  

pas  encore  é t é  e n t i è r e m e n t  é t a b l i e s ,  e l l e s  semblent cependant ê t r e  r e l a -  

t ivement  v o i s i n e s  d 'une espèce  à l ' a u t r e .  

La FSH ov ine  possède un po ids  m o l é c u l a i r e  approximat i f  d e  30 000 ; 

e l l e  e s t  formée de  deux sous-uni tés  d i f f é r e n t e s  de  po ids  m o l é c u l a i r e  

15 000 e n v i r o n  (CAHILL e t  HART 1969),  a s s o c i é e s  p a r  des  i n t e r a c t i o n s  non 

c o v a l e n t e s  ; c e t t e  hormone a un pHi v o i s i n  de  4,5  (PAPKOFF e t  C o l l .  1 967, 

CAHILL e t  C o l l .  1968, SHERWOOD e t  C o l l .  1970) ; RYSZKA e t  C o l l .  1971 o n t  

pu m e t t r e  e n  é v i d e n c e ,  p a r  d ic ro ï sme  c i r c u l a i r e ,  une c o n f i g u r a t i o n  e n  

h é l i c e  a q u i  p o u r r a i t  i n t é r e s s e r  j u s q u ' à  30 p. 100 des  a c i d e s  aminés 

(EKBLAD e t  C o l l .  1970). 

La FSH humaine (BUTT e t  LYNCH 1972) e s t  une p r o t é i n e  g l o b u l a i r e  
O 

d o n t  l e  rayon d e  l a  sphère  é q u i v a l e n t e  e s t  de 31 A, s a  p a r t i e  g l u c i d i q u e ,  

q u i  r e p r é s e n t e  9 à 30 p. 100 d e  l a  molécu le ,  renferme d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  

e n  p o s i t i o n  e x t e r n e .  

La LH humaine possède un po ids  m o l é c u l a i r e  de  32 000 à 34 000 

(RYAN e t  C o l l .  1970, STOCKELL-HARTREE 1972) ; e l l e  e s t  également formée 

de  deux s o u s - u n i t é s  ( a = 96 AA, B = 120 AA). 

D'après  des  é t u d e s  e f f e c t u é e s  s u r  l a  LH o v i n e ,  le  rayon d e  STOKES e s t  d e  

3 0  à 32 A (RYAN e t  Col l .  1970, DE LA LLOSA e t  C o l l .  1967, 1969),  mais 

aucune h é l i c i  t é  n '  a é t é  t rouvée  (JIRGENSONS 1 960). La p a r t i e  g l u c i d i q u e ,  

q u i  i n t e r v i e n t  pour  15 à 40 p. 100 dans  l a  composi t ion de l a  molécule  

(PAPKOFF 1 966) , ne comporte pas  d ' a c i d e s  s i a l i q u e s .  Le pHi d e  l a  LH e s t  

beaucoup p l u s  b a s i q u e  que c e l u i  de  l a  FSH ; en  e f f e t ,  il v a r i e  e n t r e  7 

e t  9. 

Pour  p r é p a r e r  des  f r a c t i o n s  hypophysa i res  de cobaye e n r i c h i e s  e n  

chacune de  ces  deux hormones, nous avons employé d 'une p a r t  l a  méthode 

d é c r i  t e  pour  l ' e x t r a c t i o n  d e s  gonadotrophines  humaines p a r  BUTT e t  C o l l .  



1959, 1961, modif iée  par  STOCKELL-HARTREE 1966, q u i  comprend e s sen t i e l l emen t  des  

chromatographies s u r  échangeurs d ' i ons  (CM c e l l u l o s e  e t  DEAE c e l l u l o s e )  , d ' a u t r e  

p a r t ,  c e l l e  d é c r i t e  pour l ' e x t r a c t i o n  des gonadotrophines de r a t  par  REICHERT 

e t  MIDGLEY 1968, q u i  s ' e f f e c t u e  dans un premier temps par  une s é r i e  de f r a c t i o n -  

nements au s u l f a t e  d 'ammonium. 

1 - Méthode par  chromatographies s u r  échangeurs d ' i ons  (Tableau 1 p. 25) 

a )  Poudre acétonique -- : 
Nous avons pré levé  deux l o t s  d e  300 e t  500 antéhypophyses s u r  

des  cobayes âgés de  10 à 30 jou r s  (âge pour l eque l  BROWN 1971 a montré que 

l e s  taux de  FSH dans l a  glande p i t u i t a i r e  é t a i e n t  t r è s  impor t an t s ) ,  a i n s i  

qu'un l o t  de 150 préhypophyses s u r  des  cobayes a d u l t e s  mâles c a s t r é s .  Ces 

antéhypophyses o n t  é t é  conservées dans l ' a c é t o n e  anhydre e t  régul ièrement  

renouvelé ,  à - 20°c,  jusqu 'à  u t i l i s a t i o n .  

Toutes l e s  é tapes  d ' e x t r a c t i o n  s o n t  e f f e c t u é e s  e n s u i t e  à 4 ' ~ .  

Après décongéla t ion ,  l e s  antéhypophyses son t  homogénéisées au 

POTTER-ELVEHJEM, dans l ' a cé tone  ; après  décan ta t i on ,  l e  surnageant e s t  

en levé  ; l ' o p é r a t i o n  e s t  r épé t ée  t r o i s  f o i s  pour o b t e n i r  une bonne d é l i -  

p ida t ion .  

b) Ex t r ac t i on  --------------- des  g i y ~ g p r o t é i n e s  : (Procédé de STEELMAN e t  Col l .  1958, modif ié  -------- 
par  BUTT e t  Col l .  1961) 

La poudre acétonique sèche e s t  mise en suspension dans une s o l u t i o n  : 

a c é t a t e  d'ammonium 6 p. 100 (p : v) 

é thanol  40 p. 100 (v : v) 

PH 591 

Après une n u i t  d ' a g i t a t i o n  à 4 " ~ ,  on e f f e c t u e  une c e n t r i f u g a t i o n  

de  45 mn à 4 500 g (environ 7 000 rpm). Le surnageant  e s t  r e c u e i l l i  ; une 

nouvel le  e x t r a c t i o n  e s t  e f f e c t u é e  s u r  l e  cu lo t .  

La concent ra t ion  en é thanol  des  surnageant9 r éun i s  e s t  amenée à 

80 p. 100 (v : v) p a r  l ' a d d i t i o n  l e n t e  e t  sous a g i t a t i o n  de deux volumes 

d ' é thano l  f r o i d .  L ' a g i t a t i o n  s e r a  maintenue encore pendant 3 0  minutes. On 

l a i s s e  s ' e f f e c t u e r  l a  complète p r é c i p i t a t i o n  des  g lycopro té ines  pendant 



TABLEAU 1 : Schéma du fractionnement d ' e x t r a i t  antéhypophysaire par  chromato- 

graphie su r  CM c e l l u l o s e  e t  DEAE c e l l u l o s e .  

poudre acétonique 
I 1 E x t r a c t i o n  

a c é t a t e  d'ammonium 6 p. 100 (p : v) 
é thanol  40 p. 100 (V  : V) 

.ç i 
Surnageant Résidu 

p r é c i p i t a t i o n  
éthanol ique 
8 0  p. 100 (v : v) 

1 LH + FSH + TSH 1 

CM ce l lu lose  

a c é t a t e  d'ammonium 4mM 
[PH 5 Y5 

GH + Pro lac t ine  + ACTH 

J. 
f r a c t i o n  CM non adsorbée 

I 
1 

p r é c i p i t a t i o n  
éthanol ique 
8 0  p. 100 (v : v) 

1 DEAE c e l l u l o s e  

a c é t a t e  d'ammonium 0 ,2  M I 

+ 
f r a c t i o n  adsorbée 

1 r acé t a t e  d'ammonium 1 M 

5. 
1 

4 
f r a c t i o n  non adsorbée f r a c t i o n  adsorbée 

p r é c i p i t a t i o n  
é thano l ique  
8 0 p .  100 ( v :  v) 

1 

f r a c t i o n  

é l u t i o n  

0,5 M 

f r a c t i o n  DE 2 



deux jou r s  à 4 " ~ .  Après cen t r i fuga t ion ,  l e  c u l o t  e s t  l avé  par  de l ' é t h a n o l  

à 96 p. 100 (v : v) e t  par  d e  l ' é t h e r  préalablement r e f r o i d i s ,  pu i s  séché  

sous v ide .  

c) Séparat ion de FSH e t  de LH : -- ....................... 
Le p r é c i p i t é  d e  glycoprotéines e s t  remis e n  s o l u t i o n  pendant 12 

heures à 4 " ~  dans l e  minimum de  tampon : 

a c é t a t e  d'ammonium 4 mM 

PH 595 

Après avo i r  cen t r i fugé  e t  r e l avé  l e  c u l o t ,  l e s  surnageants r a s -  

semblés son t  déposés s u r  une colonne de CM c e l l u l o s e  1 1  (16 cm x 0,5 cm 

pour l ' e x t r a i t  correspondant à 300 glandes ; 14 cm x 1 cm pour c e l u i  de  

500 glandes ou pour c e l u i  provenant des  cobayes c a s t r é s ) ,  équ i l i b rée  dans 

l e  même tampon. La CM c e l l u l o s e  a v a i t  é t é  préalablement  ac t ivée  par  l e s  

passages de so lu t ions  NaOH 0,5 N e t  H C 1  0,5 N,su iv is  chacun de r inçages  à 

l ' e a u  d i s t i l l é e  jusqu 'à  n e u t r a l i t é .  Les d é b i t s  des  colonnes sont  r e s p e c t i -  

vement d e  9 ml/h e t  20 ml/h. 

Dans ces condi t ions ,  l a  FSH n ' e s t  pas adsorbée ; e l l e  e s t  en t i è -  

rement é luée  par  l e  passage d'une q u a n t i t é  de  tampon éga le  à 2,5 f o i s  l e  

volume de l a  colonne. La présence des p r o t é i n e s  e s t  dé t ec t ée  par  l ' absorp-  

t i on  e n  UV à 280 nm. Cet te  f r a c t i o n ,  appelée C M I ,  e s t  amenée à une concen- 

t r a t i o n  50  mM en a c é t a t e  d'ammonium e t  a j u s t é e  au pH 5 ,5  par  de l ' a c i d e  

acé t ique  a f i n  d ' e n  p r é c i p i t e r  ensu i t e  l e s  p r o t é i n e s  par  l ' a d d i t i o n  l e n t e  

e t  sous a g i t a t i o n  de  5 volumes d ' é thano l  f r o i d .  La suspension e s t  l a i s s é e  

2 jours  à 4"C, pu i s  cent r i fugée .  Le p r é c i p i t é  e s t  l avé  par  de l ' é t h a n o l  

à 96 p. 100 (v : v) e t  de l ' é t h e r  préalablement r e f r o i d i s .  

La f r a c t i o n  adsorbée,  contenant l a  LH e t  l a  TSH e s t  é luée pa r  

deux volumes de tampon : 

acé t a t e  d'ammonium 1 M 

PH 5,5 

Cet te  f r a c t i o n  e s t  appelée CM2. Après d i a l y s e ,  l e s  p ro t é ines  e n  

sont  également p r é c i p i t é e s  par  add i t i on  d 'é thanol  f r o i d  jusqu 'à  une concen- 

t r a t i o n  de  8 0  p. 100 (v  : v) ; l a  suspension e s t  e n s u i t e  cent r i fugée .  



d)  P u r i f i c a t i o n  de l a  f r a c t i o n  FSH : ............................... 
Une nouvel le  chromatographie e s t  ensu i  t e  e f f e c t u é e  su r  l a  f r a c t i o n  

CMl  par  l e  passage s u r  une colonne de DEAE c e l l u l o s e  (11 cm x 0,5 cm ; 

d é b i t  9 mllheure - 10 cm x 1 cm ; d é b i t  20 ml lheure) ,  é q u i l i b r é e  dans l e  

tampon : 

a c é t a t e  d'ammonium 0,2 M 

PH 5 , 5  

La DEAE c e l l u l o s e  a v a i t  é t é  préalablement a c t i v é e  pa r  les passages 

de s o l u t i o n  H C 1  C,5 N ,  NaOH 0 ,5  N s u i v i s  chacun pa r  des  r i nçages  à l ' e a u  

d i s t i l l é e  jusqu 'à n e u t r a l i t é .  

La f r a c t i o n  CDEIFSH non adsorbée e s t  é luée  p a r  l e  même tampon. 

Après d i a l y s e ,  l e s  p r o t é i n e s  e n  son t  e x t r a i t e s  par  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t ha -  

no l  f r o i d  e t  c en t r i fuga t ion .  Le p r é c i p i t é  e s t  l avé  à l ' é t h a n o l  e t  à l ' é t h e r  

e t  séché sous vide.  

Les p ro t é ines  r e s t a n t e s  adsorbées s u r  l a  colonne son t  é luées  par  

du tampon : 

a c é t a t e  d'ammonium 0,5 M 

NaCl 0,2 M 

PH 9,5 

e t  c o n s t i t u e n t  l a  f r a c t i o n  DE2. 

2 - Méthode d ' e x t r a c t i o n  e t  de fract ionnement  au s u l f a t e  d'ammonium (Tableau II 

P. 28) 

Toutes l e s  é t apes  s ' e f f e c t u e n t  à 4 ' ~ .  

Deux l o t s  de 150 préhypophyses, p ré levées  s u r  des  cobayes âgés 

d e  10 à 30 jours  e t  s u r  des cobayes a d u l t e s  mâles c a s t r é s ,  conservées  dans 

l ' a cé tone  anhydre à - 2 0 ' ~  jusqu 'au moment de l ' emplo i ,  son t  homogénéisées 

dans d e  l ' e a u  d i s t i l l é e ,  pu i s  l a i s s é e s  pour une première  e x t r a c t i o n  pendant 

16 heures  à pH 5 , 5 .  Après c e n t r i f u g a t i o n  e t  une nouvel le  e x t r a c t i o n  d'une 

heure s u r  l e  c u l o t ,  l e s  surnageants ,  qu i  cont iennent  l a  FSH, son t  rassemblés 

( E x t r a i t  A ) .  Sur l e  c u l o t  s e r a  e f f e c t u é e  l ' e x t r a c t i o n  d e  l a  LH. 



TABLEAU II : Schéma du fract ionnement  des hormones antéhypophysaires  par  p r éc i -  

p i t a t i o n s  au s u l f a t e  d'ammonium. 

Antéhypophyses sèches  __j 
Homogénéisation 

Ex t r ac t i on  16 heures  

4 
1 

J 
Surnage an t  Résidu 

H20 pH 5 ,5  
1 heure 
G. 

Surnageant Residu 

LH, TSH 

E x t r a i t  A P r o l a c t i n e  GH ACTH 

FSH - LH (TSH) m 
( N H ~ ) ~ S O ~  : 2 M 
pH 5 ,7  - 16 heures  

I 

Surnageant p r é c i p i  t é  

I f r a c t i o n  A 
1 

1 LH - TSH 1 
(NH4)2S04 : 3,2 M 
pH 5 $5  - 16 heures  

1 

Sirnageant  p r é t i p i  t é  
f r a c t i o n  A2 

(NH ) SO : 0 , l  M 
p ~ 4 4 2 -  46 heures  

4 
Surnageant Rékidu 

(NH) SO : 0,1 M 
pH 4 2 14heure 

3. 
E x t r a i t  B 

GH P r o l a c t i n e  riClHi 

(NH4l2SO4 : 1,4 M 
pH 4 - 1 6 heures  

NaCl 0,05M 

v 
p r o t é i n e s  f r a c t i o n  p ro t é ines  

i n e r t e s  i n e r t e s  

d i a l y s e  
DEAE c e l l u l o s e  Surnageant A P r é c i p i  t é  

f r a c t i o n  B 1 
p r o t é i n e s  i n e r t e s  

(NHq) 2S04 : 3 M 
pH 4 - 16 heures 

phosphate 0,007 M 
b o r a t e  0,003 M 
PH 8 

é l u t i o n  

NaCl O , ]  M NaClM 

v 

Surnageant ~ r 2 c i p i  t é  
d i a l y s e  

v f r a c t i o n  



a)  P u r i f i c a t i o n  de  l a  FSH : ...................... 
Les p r o t é i n e s  i n e r t e s  sont  p r é c i p i t é e s  e n  amenant les surnageants  

à une concent ra t ion  2  M en  s u l f a t e  d'ammonium à pH 5,7.  Après 16 heures ,  

e l l e s  son t  é c a r t é e s  par  c e n t r i f u g a t i o n  ( f r a c t i o n  Al ) .  La FSH e s t  a l o r s  pré- 

c i p i t é e  à p a r t i r  du nouveau surnageant e n  amenant s a  concent ra t ion  en  su l -  

f a t e  d'ammonium à 3,2 M à pH 5 ,5 .  Après 16 heures ,  e l l e  e s t  r e c u e i l l i e  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n ,  remise en  s o l u t i o n  dans un minimum d'eau e t  d i a l y s é e  con t r e  

de l ' e au  d i s t i l l é e  ( f r a c t i o n  A 2 ) .  Cet t e  f r a c t i o n  e s t  a l o r s  déposée s u r  une 

colonne de  DEAE c e l l u l o s e  (13 cm x 1 cm ; d é b i t  : 20 ml lheure) ,  s o i t  d i r e c -  

tement, s o i t  après  l y o p h i l i s a t i o n  s i  l e  volume de l a  s o l u t i o n  es t  t rop  i m -  

por tan t .  La colonne e s t  é q u i l i b r é e  dans l e  tampon : 

Dif fé ren t e s  f r a c t i o n s  sont  a l o r s  é luées  successivement par  des  s o l u t i o n s  

de tampon addi t ionné  d e  NaCl à r a i son  de 0,05 M ; 0 , l  M e t  1 M. La  f r a c t i o n  

q u i  correspond à l a  FSH e s t  c e l l e  é luée  p a r  l a  concent ra t ion  0 , l  M en  NaCl 

( f r a c t i o n  CFSHA3). 

b) P u r i f i c a t i o n  de l a  LH : ..................... 
Le premier cu lo t  d e  c e n t r i f u g a t i o n  e s t  remis en suspension dans 

une s o l u t i o n  : 

s u l f a t e  d  ' ammonium 0 , l  M 

PH 4  

pendant 16 heures .  Après c e n t r i f u g a t i o n ,  on e f f e c t u e  une nouvel le  ex t rac-  

t i o n  d 'une heure e t  une nouvel le  c e n t r i f u g a t i o n .  Les surnageants  q u i  con- 

t i ennen t  l a  LH ( e x t r a i t  B), s o n t  rassemblés e t  amenés à une concen t r a t i on  

1,4 M en s u l f a t e  d'ammonium à pH 4 ,  a f i n  d e  p r é c i p i t e r  (pendant 16 heures )  

l e s  p ro t é ines  i n e r t e s  ( f r a c t i o n  BI ) .  Après cen t r i fuga t ion ,  l a  LH es t  à son 

tou r  p r é c i p i t é e  e n  amenant l e  nouveau surnageant  à 3  M en s u l f a t e  d'ammo- 

nium à pH 4  ; p u i s  cen t r i fugée  16 heures  p l u s  t a r d ,  resuspendue dans un 

minimum d  'eau e t  d i a l y s é e  p u i s  l y o p h i l i s é e  ou r e p r é c i p i t é e  à 1 ' é thano l  

( f r a c t i o n  CLHB2) . 



U - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Le p r i n c i p e  du dosage radio-immunologique e s t  fondé s u r  l a  compé- 

t i t i o n  d 'une  hormone marquée à l ' i o d e  e t  d ' u n e  hormone "froide"  pour  s e  f i x e r  

à un a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e .  Une q u a n t i t é  c o n s t a n t e  d'hormone marquée é t a n t  in-  

t r o d u i t e ,  l e  pourcentage d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  permet de  c o n n a î t r e  l a  

q u a n t i t é  d'hormone f r o i d e  contenue dans l ' é c h a n t i l l o n  à doser .  

On p e u t  u t i l i s e r  deux types  de systèmes : 

- s o i t  un système homologue : c ' e s t - à - d i r e  l o r s q u e  l ' a n t i s é r u m  a  é t é  f a -  

b r i q u é  p a r  i n j e c t i o n  à un animal ( l a p i n  ou cobaye) d 'une  hormone d e  

l a  même espèce  que c e l l e  q u i  s e r a  i n t r o d u i t e  dans  l e  dosage ; 

- s o i t  un système h é t é r o l o g u e  : l ' a n t i s é r u m  a  é t é  p r é p a r é  à p a r t i r  d ' u n e  

hormone d 'une  e s p è c e  d i f f é r e n t e  de c e l l e  q u i  s e r a  i n t r o d u i t e  l o r s  du 

dosage.  

1) P r é p a r a t i o n s  hormonales u t i l i s é e s  

a )  Pour l e  marquage : ----------- -- 
Ces p r é p a r a t i o n s  p rov iennen t  s o i t  du N a t i o n a l  I n s t i t u t e  of A r t h r i -  

t i s  and Metabo l ic  D i s e a s e s ,  N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  of Hea l th  - Bethesda - 
Maryland - U.S.A., s o i t  de  Calbiochem - La J o l l a  - C a l i f o r n i e  - U.S.A. 

Il  s ' a g i t  de : 

- l a  NIAMD r a t  FSH I l  possédan t  une a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  de 100 u n i t é s  

N I H  FSH Sl/mg s e l o n  l e  t e s t  d 'augmentat ion du po ids  des  o v a i r e s  d e  

r a t e s  immatures s a t u r é e s  d'hormone chor ion ique  gonadotrope : t e s t  d e  

STEELMAN e t  POHLEY 1953, e t  une con tamina t ion  e n  LH éva luée  à un t a u x  

i n f é r i e u r  à 0,002 u n i t é  MIH LH Sl/mg p a r  l a  mesure d e  l a  d é p l é t i o n  

ovar ienne e n  a c i d e  ascorb ique  chez des  r a t e s  e n  p s e u d o g e s t a t i o n  (OAAD) : 

t e s t  d e  PARLOW 1961. 

- l a  NIAMD r a t  LH I l  dont  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  e s t  de une u n i t é  NIH LH 

Sl/mg, l a  con tamina t ion  e n  FSH i n f é r i e u r e  à 0,04 N I H  FSH Sl/mg e t  c e l l e  

e n  TSH, de  0 , 4  USP U/mg ( t e s t  de  Mc KENZIE 1968). 

- l a  LH ovine ( r é f é r e n c e  438 515 de Calbiochem),  dont  l ' a c t i v i t é  b i o l o -  

g ique  e s t  de  2,O u n i t é s  N I H  LH SI/mg, l a  con tamina t ion  e n  FSH i n f é -  

r i e u r e  à O , ]  u n i t é  N I H  FSH Sl/mg e t  c e l l e  e n  TSH i n f é r i e u r e  à 0 , l  

~ . I . / m g .  



- l a  FSH humaine p u r i f i é e  (Référence 869 001 de Calbiochem) dont l ' a c -  

t i v i t é  biologique e s t  au minimum de 3 500 u n i t é s  in te rna t iona les /mg 

(IRP - HMG),  l a  contamination en LH de 100 ~ . 1 . / m g  e t  c e l l e  en TSH 

de O , ]  U.I./mg. 

- l a  LH humaine ~ u r i f i é e  (Référence 869 003 de Calbiochem), d ' a c t i v i t é  

b io log ique  d 'au  moins 2 000 U.I./mg ; contaminat ion en  FSH i n f é r i e u r e  

à 4 U.I./mg e t  en TSH : 0,06 U.I./mg. 

b) Pour l e s  courbes de r é f é r ences  e t  l e s  con t rô l e s  de s p é c i f i c i t é  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  --------- 
- l a  NIAMD r a t  FSH RPI ( a c t i v i t é  biologique : 2 , l  N I H  FSH Sl/mg ; conta- 

minat ion en  LH : 0,02 N I H  LH Sl/mg) 

- l a  FSH ovine N I H  FSH S7 (1,15 N I H  FSH Sl/mg ; 0,019 N I H  LH Sl/mg) 

- l a  FSH porcine N I H  FSH P l  (0,76 N I H  FSH Sl/mg ; 0,0075 N I H  LH Sl/mg) 

- l a  NIAMD r a t  LH RPl ( a c t i v i t é  biologique : 0,03 N I H  LH Sl/mg ; conta- 

minat ion en  FSH : 0,54 N I H  FSH Sl/mg ; e n  TSH : 0,22 USP U/mg) 

- l a  LH ovine M3 obtenue pa r  M. JUTISZ (2,55 N I H  LH Sl/mg) 

- 1'aHCG e t  l a  BFSH humaines q u i  nous on t  é t é  données pa r  l e  Docteur 

R. CANFIELD e t  l e  P ro fe s seu r  L.E. REICHERT. 

- l a  p r épa ra t i on  ~ a l s t a n - 1 1 ~ ~  (Référence 869 025 de  Calbiochem) recons- 

t i t u é e  de t e l l e  s o r t e  q u ' e l l e  possède une a c t i v i t é  de 320 ~ . 1 . / m l  

s o i t  de  type FSH, s o i t  de type LH, su ivan t  l e  dosage 

- l a  HFSH e t  l a  HLH (Calbiochem) d é j à  u t i l i s é e s  pour l e  marquage. 

C) Ex t r a i  ts  an téhypphys  a i r e  s de  cobaye ou de  si~gg-$gggg:iL : -------------- 
- d e s  e x t r a i t s  antéhypophysaires de  cobaye ou de s inge  écu reu i l  r é a l i s é s  

s o i t  à p a r t i r  de l a  poudre acétonique remise e n  s o l u t i o n ,  s o i t  pa r  

homogénéisation à 4 " ~  des  glandes (qui  o n t  é t é  conservées congelées 

à - 2 0 " ~ )  d i rec tement  dans du tampon phosphate,  c e n t r i f u g a t i o n  e t  pré- 

lèvement du surnageant  dont  des  a l i q u o t e s  s e r o n t  i n t r o d u i t e s  dans les 

dosages.  

- l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  d ' e x t r a c t i o n  des  gonadotrophines,  p réparées  

à p a r t i r  des  antéhypophyses de cobaye, remises en s o l u t i o n  dans de 

l ' e a u  d i s t i l l é e  ou dans l e  tampon de dosage. Leur concent ra t ion  e n  

hormone e s t  évaluée s o i t  par  pesée p r é a l a b l e ,  s o i t  p a r  l a  mesure de 

l ' a b s o r p t i o n  en  UV à 280 nm. Les mesures concernant  l e s  hormones de  

r a t  u t i l i s é e s  comme ré f é r ences  nous donnent l a  v a l e u r  : 

Do 280 = 0,10 pour une concent ra t ion  de 100 y/ml. 



2) Antisérums u t i l i s é s  

- L'an t i sé rum a n t i  FSH ovine p r é p a r é  chez l e  l a p i n  p a r  HENDRICK e t  C o l l .  1971 

p a r  immunisation c o n t r e  de l a  FSH ov ine  SH 8 0  820 SHERING s e l o n  l a  méthode 

d é c r i  t e  p a r  FRANCHIMONT 1 964. 

100 ug d'hormone s o n t  d i s s o u t s  dans  1 m l  de NaCl 9 p. 1000. C e t t e  s o l u t i o n  

e s t  émulsionnée e n s u i t e  dans 1 m l  d ' a d j u v a n t  d e  Freund e t  i n j e c t é e  à l ' a n i -  

mal p a r  une s é r i e  d e  20 p i q û r e s  in t radermiques  (de  O , ]  m l  chacune) ,  dans  l a  

r é g i o n  d o r s a l e .  Le sérum e s t  r e c u e i l l i  4 semaines p l u s  t a r d  ; s a  c a p a c i t é  

à i n h i b e r  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e  l a  FSH ovine e s t  v é r i f i é e  ; avan t  u t i l i -  

s a t i o n ,  i l  e s t  t r a i t é  p a r  du sérum de  mouton d e  f a ç o n  à é c a r t e r  l e s  a n t i -  

corps  a n t i - p r o t é i n e s  s é r i q u e s  d e  mouton. 

La s p é c i f i c i t é  de c e t  an t i sé rum pour l a  FSH e t  s e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  o n t  é té  

d é c r i t e s  p a r  HENDRICK e t  Col l .  1971 e t  DUFY-BARBE e t  C o l l .  1972. 

Dans nos dosages ,  il e s t  employé à d e s  d i l u t i o n s  f i n a l e s  d e  : 

114000 (immunoadsorp t ion-double  p r é c i p i t a t i o n  à t empéra tu re  ambiante) 

e t  118000 (double  p r é c i p i t a t i o n  à 4 ' ~ ) .  

- L e  NIAMI) a n t i  r a t  FSH sérum -2-, p r é p a r é  chez l e  l a p i n  e t  u t i l i s é  dans  nos 

dosages  à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  d e  113500. 

- Deux an t i sé rums  anti-FSH humaine, l e  premier  u t i l i s é  à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  de 

1120.000 ; l e  second (Référence 8 6 9  002 de Calbiochem) p r é p a r é  chez l e  l a p i n ,  

u t i l i s é  à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  d e  1/2000. 

- L'an t i sé rum anti-LH ovine p r é p a r é  chez l e  l a p i n  p a r  immunisation c o n t r e  d e  

l a  N I H  LH S15 (DUFY-BARBE e t  C o l l .  1972). Il e s t  employé d a n s  nos dosages  

à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  de 1/32.000. 

- Le N I A M D  a n t i  r a t  LH sérum -2-, p r é p a r é  chez l e  l a p i n ,  u t i l i s é  à l a  d i l u t i o n  

f i n a l e  d e  1 / 150.000. 

- T r o i s  an t i sé rums  a n t i  LH humaine, u t i l i s é s  à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  de 114000 e t  

provenant  d e  Calbiochem (Référence 869 0 0 4 ) ,  de l ' I n s t i t u t  P a s t e u r  P a r i s  

(Réf. 7 9630 A i l )  e t  du C.E.A. Gif-sur-Yvette.  

3)  Marquage 

2 ,5  pg d e  NIAMD r a t  FSH I l ,  de NI.AMD r a t  LH Il, de OLH, de  HFSH ou d e  

HLH, s o n t  marqués au 1 2 5 ~ ~ a  (IRE, Mol ; CEA, Gi f . su r .Yve t te )  s e l o n  l a  méthode 

à l a  chloramine T d e  GREENWOOD e t  C o l l .  1963, dont  les m o d a l i t é s  son t  l e s  s u i -  

v a n t e s  : 

A 25 p l  d i  1 2 5 ~ ~ a  d ' a c t i v i t é  1 m C i  s o n t  a j o u t é s  : 

- 2 ,5  pg d e  l 'hormone à marquer d i l u é s  dans  25 p l  d ' e a u ,  



- 25 p l  d e  tampon phosphate 0,5 M. Tampon de SORENSEN de pH 7,5 e t  de compo- 

s i t i o n  : 

KH2P04 3,75 g 

Na2HP0 
4 38,95 g 

H2° 
qsp 500 m l  

- 25 p l  d 'une s o l u t i o n  phosphate 0,05 M contenant  100 ug de chloramine T ou 

s e l  de sodium de  N - monochloro-dérivé du p-toluène sulfamide : 

L 'add i t i on  de chloramine T à upe s o l u t i o n  a l c a l i n e  de  p ro t é ine  e t  d ' i o d u r e  

va oxyder l ' i o d e  e t  permet t re  a i n s i  son inco rpo ra t i on  sur  l e s  noyaux tyro-  

sy l e s  de l a  p r o t é i n e .  La r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  à un pH optimum de  7,5 ; à un 

pH supér ieur  à 8,5, des groupements a u t r e s  que l e s  ty ronines  s e r a i e n t  subs- 

t i  tués .  

- On l a i s s e  s ' e f f e c t u e r  l a  r é a c t i o n  pendant 30 secondes (sous a g i t a t i o n )  

- 100 u 1  de s o l u t i o n  r éduc t r i ce  de m é t a b i s u l f i t e  de sodium ( s o l u t i o n  à 2,4  mg 

Na S O / m l  de  tampon phosphate 0,05 M) son t  e n s u i t e  a j o u t é s ,  a f i n  d ' a r r ê t e r  2 2 5  
l a  r éac t ion .  

- Le p rodu i t  de r é a c t i o n  e s t  e n s u i t e  d i l u é  par  a d d i t i o n  de 200 p l  d 'une solu-  

t i o n  d ' i odu re  de potassium ( s o l u t i o n  à 10 mg K I / m l  de  tampon PO4 0,05 M) . 
Afin d e  s épa re r  l'hormone marquée des  s e l s  r a d i o a c t i f s ,  l a  s o l u t i o n  

e s t  déposée s u r  une colonne de 1,20 g de Séphadex G50 médium (14  cm x 1 cm) équi- 

l i b r é e  dans l e  tampon b a r b i t a l  sodique 0,07 M de  pH 8 , 6  obtenu p a r  d i l u t i o n  



tampon b a r b i t a l  sodique 0 , l  M : 

C H N Na03 20,6  g  
8 1 1  2 

H2° qsP 1 1 
12 ,9  m l  s o n t  r e t i r é s  e t  remplacés  p a r  12 ,9  m l  H C l N  

l e  pH e s t  a j u s t é  à 8 ,6 .  

La colonne a  é t é  p réa lab lement  s a t u r é e  p a r  l e  passage  de  1 m l  d e  tampon dans  l e -  

q u e l  o n t  é t é  d i s s o u t s  20  mg d'albumine bov ine ,  p u i s  e l l e  a  é t é  r i n c é e  p a r  l e  pas- 

sage  d e  2 0  m l  d e  tampon a f i n  d ' é l i m i n e r  l ' a lbumine  e n  excès .  

Le tube où s ' e s t  e f f e c t u é e  l a  r é a c t i o n  de  marquage est  r i n c é  p a r  400 l.11 de  l a  

s o l u t i o n  d ' i o d u r e  d e  potassium. Ces 400 p l  s o n t  également déposés  s u r  l a  colonne. 

Les f r a c t i o n s  d ' é l u t i o n  s o n t  r é c o l t é e s  m l  p a r  m l  dans  d e s  t u b e s  c o n t e n a n t  chacun 

1 m l  d e  tampon a d d i t i o n n é  d 'a lbumine bovine à r a i s o n  de  50  mg/ml. 

L'hormone marquée e s t  é l u é e  e s s e n t i e l l e m e n t  d a n s  l e  6ème tube  ; l e  rendement 

moyen d'hormone récupérée  e s t  de  26,3  p. 100 (FRANCHIMONT 1966) ; e l l e  a une a c t i -  

v i t é  s p é c i f i q u e  d e  l ' o r d r e  d e  100 à 200 l . I ~ i / ~ g  ; l e s  s e l s  r a d i o a c t i f s  l i b r e s  s o n t  

é l u é s  p l u s  tardivement  avec un maximum aux 13ème ou 14ème f r a c t i o n s  (F ig .  no 1 ,  

p.  35) .  



RLH* 

* * 
Figure no 1 : Sépara t ion  s u r  Séphadex G 50 de l a  FSH (a)  ou de l a  LH ( b ) ,  des  

s e l s  minéraux r a d i o a c t i f s  après  marquage pa r  1' 2 5 ~ .  



4) Techniques de  dosages 

a) I m n u n o ~ r é c i p i t a t i o n  ou technique du "double an t icorps"  à 4 " ~  : ------ ---- ----------------- ..................... -------- 
A 0,4 m l  d e  tampon : 

phosphate 0,01 M 

NaC 1 0,15 M 

NaN3 0 , l  p. 100 

B SA 1 p. 100 

P H  7 ,6  

on a j o u t e  : 

- 0, l  m l  d 'une s o l u t i o n  d'hormone marquée d i l u é e  de  t e l l e  s o r t e  q u ' e l l e  

contienne 20.000 cpml 0, l m l ,  

- 0,l m l  de  l ' é c h a n t i l l o n  à doser  (hormones de ré fé rences  e t  e x t r a i t s  

hypophysaires à d i f f é r e n t e s  concen t r a t i ons ) ,  

- 0,2 m l  d 'une  s o l u t i o n  contenant d 'une  p a r t  l ' an t i sé rum ( d i l u é  i n i t i a -  

lement à 1/2000 pour l 'Ac  a n t i  FSH ovine 

11875 pour l 'Ac a n t i  FSH de r a t  

115000 pour l 'Ac  a n t i  FSH humaine 

118000 pour l 'Ac a n t i  LH ovine 

1137500 pour l 'Ac a n t i  LH de  r a t  

dans l e  tampon : phosphate 0,01 M 

NaCl 0,15 M 

EDTA 0,05 M 

NaN3 0 , l  p. 100) ; 

d ' a u t r e  p a r t  du sérum de l a p i n  normal à r a i s o n  de  0,5 p. 100. 

Ce premier système e s t  incubé 5 j o u r s  à 4 " ~  a f i n  que l ' é q u i l i b r e  

de l a  r é a c t i o n  pu i s se  s ' é t a b l i r .  Dans un second temps sont  a j o u t é s  0,2 m l  

d ' an t igamag lobu l ines  de l a p i n  fabr iquées  chez l e  mouton (qui  nous ont  é t é  

fou rn i e s  par  l e s  Labora to i res  WELLCOME), à une d i l u t i o n  de  1120ème. 

Après 2  j ou r s  à  OC, on cen t r i fuge  15 mn à 2500 g (environ 3000 rpm) . Le 

surnageant e s t  en levé  par  a s p i r a t i o n  ; l e  p r é c i p i t é  e s t  lavé p a r  2 m l  d e  

tampon phosphate addi t ionné  de sérum de boeuf d i l u é  au 1/5ème, décanté  à 

nouveau pu i s  s a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  comptée. Les e s s a i s  son t  e f f e c t u é s  e n  

t r i p l e  pour l e s  courbes é t a l o n  e t  en  double  pour l e s  e x t r a i t s  hypophysaires.  

b) Immuno~réc ip i t a t i on  à temeérature ambiante : ------ ---- --me--------- ---------------- 
Les d i l u t i o n s  sont  e f f e c t u é e s  dans  l e  tampon phosphate d e  Sorensen 



0,05 M ,  pH 7 ,5 ,  a d d i t i o n n é  d 'a lbumine bovine à r a i s o n  de 5 g / l  e t  d ' a z i d e  

d e  sodium 0,5 g / l .  A O , ]  m l  d ' a n t i s é r u m  d i l u é  au p r é a l a b l e  à 1/1000 pour  

l ' a n t i  FSH o v i n e ,  à 118000 pour  l ' a n t i  LH o v i n e ,  à 11500 pour l ' a n t i  FSH 

humaine e t  à 1/1000 pour  l ' a n t i  LH humaine, s o n t  a j o u t é s  0,2 ml d'hormones 

de  r é f é r e n c e s  ou d ' e x t r a i t s  hypophysaires  à d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  e t  

0 , l  m l  d  'hormone marquée d i l u é e  ( s o i t  e n v i r o n  15.000 à 20.0,00 cpm) . On 

l a i s s e  s ' e f f e c t u e r  une i n c u b a t i o n  d e  24 h e u r e s  avan t  d ' i n t r o d u i r e  0 , l  m l  

d e  sérum de l a p i n  normal d i l u é  au 1/100ème e t  0 , l  m l  d 'ant igammaglobul ines  

de l a p i n  d i l u é e s  au IIlOèrne. Après une i n c u b a t i o n  de  16 h e u r e s ,  l e  p r é c i -  

p i t é  d e  chaque tube e s t  l a v é  p a r  2 ,5  m l  d e  tampon a d d i t i o n n é  d e  Tween 2 0  

à r a i s o n  de  5  m l l l .  Les tubes  s o n t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é s  15 mn à 2500 g  ; l e  

su rnagean t  e s t  e n l e v é  p a r  a s p i r a t i o n  ; l a  r a d i o a c t i v i t é  du p r é c i p i t é  e s t  

comptée. Les e s s a i s  s o n t  e f f e c t u é s  e n  t r i p l e  pour  l a  courbe s t a n d a r d  e t  e n  

double  pour l e s  e x t r a i t s  hypophysaires .  

N.B.  : p a r  l a  s u i t e ,  l e  volume d e  l a  r é a c t i o n  a  é t é  diminué e n  m o d i f i a n t  

l e s  d i l u t i o n s ,  a i n s i ,  à l 'hormone de  r é f é r e n c e  ou à l ' é c h a n t i l l o n ,  

f u r e n t  a d d i t i o n n é s  : 

- 5 0  u 1  d 'Ac d i l u é  au 11500 pour  l ' a n t i  OFSH 

au 1/4000 pour l ' a n t i  OLH 

au 11250 pour  l ' a n t i  HFSH 

au 11500 pour l ' a n t i  HLH 

- 50 p l  d'hormone marquée 

p u i s  

- 50 p l  de sérum de l a p i n  normal d i l u é  au 1/50ème e t  50 p l  d ' a n t i -  

gammaglobulines d i l u é e s  au 115ème. 

c)  ----------- Immunoadsor~t ion ---- : 
Technique s e l o n  l a q u e l l e  l e  double  a n t i c o r p s ,  c ' e s t -à -d i re  l e s  a n t i g a m a -  

g l o b u l i n e s  d e  l a p i n ,  e s t  f i x é  à un s u b s t r a t  s o l i d e  (DEN HOLLANDER e t  

SCHUURS 1 974). 

Les immunoadsorbants u t i l i s é s  o n t  é t é  p r é p a r é s  p a r  HENDRICK 1972 

s e l o n  l a  technique d e  WIDE 1969. 

Dans un p remier  temps, l a  c e l l u l o s e  e s t  a c t i v é e  p a r  l e  bromure d e  

cyanogène dans les c o n d i t i o n s  s u i v a n t e s  : 



à 200 m l  d ' e au  d i s t i l l é e  dans l e sque l s  on t  é t é  d i s s o u t s  préalablement 5  g  

de  bromure de  cyanogène, s o n t  a j o u t é s ,  sous a g i t a t i o n ,  5  g  de c e l l u l o s e ,  

Le pH e s t  amené à 10-1 1 par  une so lu t ion  de  soude normale. Après un temps 

d e  r é a c t i o n  de 4  mn, l a  suspension e s t  f i l t r é e ,  lavée à l ' e a u  e t  séchée 

p a r  un mélange acétoneleau (50 : 50 ; v  : v).  

Les an t igamag lobu l ines  de l ap in  son t  p r é c i p i t é e s  à p a r t i r  du sérum 

de mouton pa r  add i t i on  de Na2S04 (180 mg/ml de sérum). Après a g i t a t i o n  pour 

permettre  l a  d i s s o l u t i o n ,  l e  mélange e s t  l a i s s é  une heure au repos ,  pu is  

cen t r i fugé  5  mn à 3000 rpm. Le p r é c i p i t é  e s t  l avé  pa r  une s o l u t i o n  de  

Na2S04 18 p. 100, à nouveau cen t r i fugé  e t  r ed i s sou t  dans 1 m l  de NaHCO 3 
G y ]  M. 

100 p l  de gammaglobulines de mouton son t  a l o r s  mélangés à 200 mg 

de c e l l u l o s e  a c t i v é e ,  cec i  dans 1 m l  de NaHCO 0,1 M. L ' a g i t a t i o n  s e  f a i t  
3  

pa r  r o t a t i o n  l en t e  durant  24 heures  à température ambiante. Puis  l'immunoad- 

sorbant  e s t  lavé : 

- 2  f o i s  par  10 m l  de NaHCO 0,5 M ( a g i t a t i o n  r o t a t i v e  l e n t e  d e  20 mn 
3  

pour chaque lavage pu i s  c e n t r i f u g a t i o n  e t  décan ta t ion ) ,  

- 2 f o i s  par  I O  m l  d ' a c é t a t e  de sodium 0,1 M, pH 4  ou 5  (1 heure e t  

16 heu res ) ,  

- 2  f o i s  par  du tampon phosphate pH 7,5 (20 mn), 

c e c i  a f i n  d ' é l imine r  l e s  p ro t é ines  non f i x é e s  par  l i a i s o n  covalente.  

L ' i rmnoadsorbant  e s t  remis en suspension dans l e  tampon à r a i s o n  

de 100 mg110 m l  e t  conservé à - 2 5 ' ~  jusqu 'à  l 'emploi .  La c e l l u l o s e  a c t i v é e  

au bromure de cyanogène e s t  capable de f i x e r  a i n s i  l e s  g lobul ines  5 r a i s o n  

de 5 mg/g. 

- C - O H  - C - 0 ,  
I + B r C I N  --C I - C = NH + H B r  

- C - O H  

I I 
- C - O ,  - C - O ,  

I c = NH + H N - Protéine+- I - O , C = N - Pro té ine  + NH - C - O '  2  3 
I I 

Le dosage radio-immunologique e s t  e f f e c t u é  à température ambiante. 

Les d i l u t i o n s  sont  e f f e c t u é e s  dans l e  tampon phosphate de  Sorensen 0,05 M 

de pH 7,5 addi t ionné d'albumine bovine 5  g / l  e t  d ' az ide  de sodium 0,5 g / l .  



Le premier  système d ' i n c u b a t i o n  e s t  l e  même que c e l u i  d é c r i t  pour  l'imnuno- 

p r é c i p i t a t i o n  à température  ambiante : 

- O , ]  m l  d ' a n t i s é r u m  d i l u é  au p r é a l a b l e  à 

1/1000 pour l ' a n t i  FSH ovine  

118000 pour l ' a n t i  LH ov ine  

- 0 , 2  m l  d e s  d i l u t i o n s  d'hormones d e  r é f é r e n c e s  ou d ' é c h a n t i l l o n s  à d o s e r  

- 0 , l  m l  d  'hormone marquée d i l u é e  (20.000 cpm) 

- i n c u b a t i o n  d e  24 heures .  

Pour s é p a r e r  l 'hormone marquée l i b r e  d e  l 'hormone marquée f i x é e  aux a n t i -  

corps ,  on a j o u t e  0 ,5  m l  d e s  s o l u t i o n s  d'imrnunoadsorbants ( d i l u é s  auparavant  

à 11200 pour  l e  dosage de  l a  FSH e t  à 1 /800 pour c e l u i  de  l a  LH). 

Après une a g i t a t i o n  r o t a t i v e  d e  4 à 5 h e u r e s ,  2 ,5  m l  d e  tampon addi-  

t ionné  de  Tween 20 s o n t  a j o u t é s  dans  chacun des  t u b e s  q u i  s o n t  e n s u i t e  cen- 

t r i f u g é s  10 mn à 2500 g. Le surnagean t  e s t  enlevé.  La r a d i o a c t i v i t é  de  

l ' immunoadsorbant e s t  comptée. 

d)  Dosage d e s  gonadotrophines  d a n s  l e s  sérums d e  cobayes e t  d e  s i n g e s  ---- ------ -------- ............................. ------------ 
Pour pouvoi r  dose r  l e s  gonadotrophines  dans  l e s  sérums avec une 

bonne s e n s i b i l i t é ,  i l  e s t  n é c e s s a i r e  de m o d i f i e r  l a  première  é t a p e  d e s  mé- 

thodes précédemment d é c r i t e s  e n  e f f e c t u a n t  une p r é i n c u b a t i o n  e n t r e  l e  sérum 

à d o s e r  e t  l e s  a n t i c o r p s  avan t  d ' a d d i t i o n n e r  1 'hormone marquée, c e c i  a f i n  

d e  l i m i t e r  l e  r ô l e  d'encombrement d e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s  d a n s  l a  r é a c t i o n  

compét i t ive .  Les courbes  d e  r é f é r e n c e s  s o n t  a l o r s  e f f e c t u é e s  d a n s  les mêmes  

cond i t ions .  

Des q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de  sérums d e  cobayes ou d e  s i n g e s ,  p l u s  

ou moins r i c h e s  e n  hormones, o n t  é t é  a j o u t é e s  (50,  100, 200, 300 e t  400 p l )  

a f i n  d e  comparer l e s  courbes obtenues  à p a r t i r  d e  sérums à c e l l e s  obtenues  

à p a r t i r  d e s  hormones de r é f é r e n c e s .  

P a r  l a  s u i t e ,  l e s  dosages  s e r o n t  e f f e c t u é s  e n  double  s u r  0 , 2  m l  

(cobaye) ou 0,3 m l  ( s i n g e )  d e s  d i f f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  de sérums. 

Le dosage s e  d é r o u l e  d e  l a  manière  s u i v a n t e  : 

dans  un p remier  temps, à 50 p l  (ou à 0 , l  ml) d ' a n t i s é r u m  s o n t  a j o u t é s  0 , 2  m l  



d e s  d i l u t i o n s  d'hormones de  r é f é r e n c e s  ou de sérums à d o s e r  ; s u i t  une 

p r c i n c u b a t i o n  d 'un  minimum de 4 h e u r e s  à température  ambiante ; p u i s  

50 p 1 (ou 0 , l  ml) d'hormone marquée ( 15 000 - 20 000 cpm) s o n t  a j o u t é s  - 
I n c u b a t i o n  d e  2 4  heures  à t empéra tu re  ambiante - Les dosages  s e  d é r o u l e n t  

e n s u i  t e  s a n s  a u t r e s  m o d i f i c a t i o n s .  



DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE LA PROGE STERONE ET DU 1 7 -0E STRADIOL 

Les deux pr inc ipaux oestrogènes ( 1 7  f3 -oes t r a d i o l  e t  oes t rone)  s o n t  

essent ie l lement  s y n t h é t i s é s  par  l e s  c e l l u l e s  t héca l e s  e t  i n t e r s t i t i e l l e s  ou 

par  l e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l e u s e s  de l ' o v a i r e  ; l a  progestérone ovarienne e s t ,  

e l l e ,  e s sen t i e l l emen t  produi te  par  l e s  c e l l u l e s  l u t é a l e s .  

La biosynthèse des oestrogènes ovar iens  s ' e f f e c t u e  se lon  l e  schéma 

c lass ique  (Tableau III, p. 42) où l a  progestérone e t  l e s  androgènes cons t i -  

tuent  des  étapes i n t e rméd ia i r e s .  Ces t ransformat ions  n é c e s s i t e n t  t o u t  un 

équipement enzymatique. 

La progestérone e s t  également s y n t h é t i s é e  p a r  l e s  c e l l u l e s  du cor tex  

su r r éna l i en  ; e l l e  cons t i t ue  a l o r s  un métabol i te  important du c o r t i s o l ,  mais 

e l l e  e s t  auss i  cédée dans l e  sang. 

Nous avons e f f e c t u é  l e s  dosages à l ' a i d e  du ma té r i e l  proposé pa r  

l e  CEA-IRE-SORIN ; l a  méthode u t i l i s é e  e s t  c e l l e  de l ' a d s o r p t i o n  de l'hormone 

l i b r e  s u r  un s u b s t r a t  s o l i d e ,  l e  charcoal-dextran. (ABRAHAM e t  Coll .  1971, 

KUTAS e t  Coll .  1972, LINDNER e t  Coll .  1972). 

A - DOSAGE DE LA PROGESTERONE 

1 )  Ext rac t ion  ----------------- de l a  pigggstérone contenue dans 1 e ~ 9 é c h a n t i l l o n s  de sérum : 

Dans d e s  tubes en v e r r e ,  à O, 1 m l  du sérum à doser de cobaye normal 

(0,2 m l  du sérum de cobaye ges tan te  ou 0,5 m l  du sérum de s inge)  sont  

a jou té s  3 m l  d'hexane. Les tubes son t  bouchés avec d e s  capsules  de 

polyéthylène e t  a g i t é s  pendant 2  mn avec un a g i t a t e u r  Vortex. I ls  sont  

e n s u i t e  cen t r i fugés  5 mn à 200 rpm. 1 m l  du l i qu ide  d ' e x t r a c t i o n  pour 

l e  cobaye normal (0,5 m l  pour l e  cobaye en  g e s t a t i o n  ou l e  s inge)  e s t  

t r a n s f é r é  dans un a u t r e  tube en v e r r e  e t  évaporé dans un bain-marie 

à 35-40"~.  Pour chaque é c h a n t i l l o n  de sérum on e f f e c t u e  deux e x t r a i t s .  

2) Ogçig: : 

Les d i l u t i o n s  s o n t  e f f ec tuées  dans  l e  tampon : 

T r i s  0,025 M 

lysosymes 0,25 p. 100 

pH 7,4. 



Tableau III : Biosynthèse des oestrogènes ovariens. 
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La progestérone s e  dégradant  en miLieu aqueux, e l l e  e s ?  conservée 

dans une s o l u t i o n  éthanol ique e t  ne s e r a  d i l u é e  dans l e  tampqn qu'au mo- 

ment du dosage. 

Les r é s idus  secs  d ' e x t r a c t i o n  à l f hexane  son t  r e s s o l u b i l i s é s  dans 

0,3 m l  de  tampon. Para l lè lement ,  une gamme d e  tubes contenanti d e s  solu- 

t i ons  de progestérone s tandard à d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  e s t  eqfec tuée  en 

t r i p l e  exemplaires (0,2 m l  de  tampon * 0 , l  m l  d 'une s o l u t i o n  contenant 

d e  0,25 ng à 8 ng de progestérone/ml).  On a jou te  e n g u i t e  0 , l  m l  d'une 

s o l u t i o n  d e  progestérone t r i t i é e  e t  0 , l  m l  d ' antisérum. 

Les tubes son t  a g i t é s  au Vortex p u i s  mis à incuber  à 3 7 ' ~  pendant 

30 m. I l s  sont  e n s u i t e  plongés dans un bain  de g l ace  e t  l a i g s é s  à incu- 

b e r  2 heures  à 2 - 4 ' ~  ; 0,5 m l  d'une suspension de charcoal-dyxtran sont 

e n s u i t e  rapidement addi t ionnés à chaque tube maintenu dans 19 b a i n  de 

glace.  Après a g i t a t i o n  au Vortex e t  un temps de r é a c t i o n  de ) O  mn exac- 

tement, l e s  tubes son t  cen t r i fugés  à 1500 g - 2000 g pendant 10 mn. 

0,5 m l  du surnageant de chaque tube e s t  p ré l evé  e t  i n t r o d u i t  dans une 

f i o l e  de comptage contenant 10 m l  de l i q u i d e  à s c i n t i l l a t i o n  (Soluène-350, 

Permablend 1 1 1 - Packard - ou encore,  s o l q t i o n  de composition : 

PPO 7 g 

POPOP 0,3 g 

Naphtalène 100 g 

D i  oxane qSP 1 1 . )  

La r a d i o a c t i v i t é  de chaque f i o l e  e s t  comptée 10 nm dans un c p p t e u r  8 .  



B - DOSAGE DE L'OESTRADIOL 

1 )  E x t r a c t i o n  d e  l ' o e s t r a d i o l  contenu dans l e s  é c h a n t i l l o n s  d e  sérum : ................................................................. 
Dans l e s  t u b e s  e n  v e r r e  con tenan t  0 ,5  m l  de  sérum à d o s e r ,  s o n t  

a j o u t é s  3  m l  d ' é t h y l - é t h e r .  Les tubes  s o n t  bouchés p a r  d e s  c a p s u l e s  e n  

p o l y é t h y l è n e  e t  a g i t é s  2 mn au Vortex avan t  d ' ê t r e  c e n t r i f u g é s  5  mn à 

2000 rpm ; 2  m l  de chaque e x t r a i t  s o n t  e n s u i t e  t r a n s f é r é s  dans une a u t r e  

s é r i e  de  t u b e s  en v e r r e  q u i  s o n t  m i s  à évapore r  dans  un b a i n - m a r i e  à 

35-40° C. 

2 )  Dosage : ---- - 
I l  s ' e f f e c t u e  s e l o n  l e s  mêmes m o d a l i t é s  que c e l l e s  d é c r i t e s  pour  

l e  dosage de  l a  p r o g e s t é r o n e .  

L ' o e s t r a d i o l ,  également conservé e n  s o l u t i o n  é t h a n o l i q u e ,  ne d o i t  

ê t r e  d i l u é  dans l e  tampon que l o r s  de l ' u t i l i s a t i o n .  

La gamme s t a n d a r d  d ' o e s t r a d i o l  s e r a  c o n s t i t u é e  p a r  d e s  t u b e s  dans  

l e s q u e l s  s o n t  i n t r o d u i t s  0 ,2  m l  de  tampon + 0 , l  m l  d 'une s o l u t i o n  conte- 

n a n t  de 0,125 ng à 4 ng d l o e s t r a d i o l / m l .  



III - DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DU LRF 

Le LRF e s t  un d é c a p e p t i d e  ( F i g  n o  2 p. 46) de  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

1182,5, d e  demi-vie 4 à 8 mn. Il ne p r é s e n t e  pas  de  s p é c i f i c i t é  d ' e s p è c e .  

Les a c i d e s  aminés e n  p o s i t i o n  i e t  4 à 10 i n t e r v i e n d r a i e n t  essen-  

t i e l l e m e n t  dans  l a  conformat ion de  l a  molécule  e t  dans  s a  c a p a c i t é  à s e  f i x e r  s u r  

l e s  r é c e p t e u r s  ( e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  l e s  a c i d e s  aminés e n  p o s i t i o n  6 e t  I O ) .  

L ' h i s t i d i n e  e n  p o s i t i o n  2 e t  le t ryp tophane  e n  p o s i t i o n  3 s e r a i e n t  r e s p o n s a b l e s  

de  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e .  A i n s i ,  p a r  d e s  s u b s t i t u t i o n s ,  on p e u t  o b t e n i r  s o i t  des  
6 analogues  t r è s  a c t i f s  : (D - phe6) - LH-RH,(D - Trp ) - LH-RH.. . , ou ,  à l ' o p p o s é ,  

2 3 6 d e s  i n h i b i t e u r s  t e l  l e  ( D  - Phe , D - Trp , D - Phe ) - LH-RH (SCHALLY 1978). 





A - Marauaze du LRF 

Sont addi t ionnés  : 

- 25 u l  dl 125 INa (850 u Ci) 

- 5 p g de LRF (SERVA) dans 10 p 1 de tampon phosphate 0,05 M 

- 25 u l  de tampon phosphate de SORENSEN 0,5 M ,  pH 7,5 

- 30 pg de chloramine T dans 25 p l  de tampon phosphate 0,05 M 

temps de r é a c t i o n  : 20 s  avec a g i t a t i o n  

- a r r ê t  de l a  r é a c t i o n  p a r  8 0  vg de n i é t a b i s u l f i t e  de sodium dans 25 p l  de 

tampon phosphate 0,05 M 

- d i l u t i o n  p u i s  r i nçages  de l a  f i o l e  de r é a c t i o n  pa r  une s o l u t i o n  d ' i odu re  

de potassium (10 mg ~ 1 / m l  de tampon PO4 0,05 M) , 3 f o i s  50  p 1. 

2) Chromatographie : -------- -- --- 
a  - s o i t  s u r  une colonne de z g ~ h a d e x  G 25 (38 cm x  1 cm), 8  à 10 g  de g e l .  ---------- 

Elu t ion  (20 ml/h) p a r  une s o l u t i o n  : 

CH3 COOH 0,01 M 

g é l a t i n e  1 p. 1000 

l e s  s e l s  r a d i o - a c t i f s  l i b r e s  son t  a l o r s  é l u é s  en  premier ( f r a c t i o n s  35 - 
38) ,  l e  LRF marqué e s t  é lué  p lus  tardivement (maximum aux f r a c t i o n s  60 - 
65) . (Fig.  no 3 ,  p. 48) 

L ' inconvénient  de  c e t t e  méthode e s t  d e  ne pas  pouvoir s épa re r  c o r  

venablement LRF f r o i d  (maximum aux f r a c t i o n s  50-56), LRF monoiodé e t  

LRF d i iodé .  Une é l ec t rophorèse  s e r a i t  a l o r s  néces sa i r e .  

b - s o i t  s u r  une colonne de QAE - Sé~hadex  A 25 (16 c m  x 1 cm ; 3 g de g e l ) ,  -------- ---------- 
é q u i l i b r é e  dans le tampon bo ra t e  O , ]  M y  de pH 9,2 : 

g é l a t i n e  1 p. I O O U  

Ce t t e  méthode e s t  une adap ta t i on  de c e l l e  d é c r i t e  pa r  NETT e t  

ADAMS 1977. Ces a u t e u r s ,  pa r  une étude d é t a i l l é e ,  à p a r t i r  de davantage 

de m a t é r i e l  e t  s u r  une colonne p lus  impor tan te ,  o n t  montré que l a  

chromatographie s u r  c e t t e  r é s i n e  échangeuse d 'an ions  p e r m e t t a i t  l a  

s épa ra t i on  du LRF f r o i d ,  du LRF monoiodé e t  du LRF d i iodé  en  r a i s o n  



F i g u r e  no 3 : Sgpara t ion  s u r  Séphadex G 25 du LRP* e t  d e s  s e l s  minéraux r a d i o -  
125=. 

a c t i f s  a p r è s  marquage p a r  1' 



d e s  d i f f é r e n t e s  v a l e u r s  du pK du groupement hydroxyl  t y r o s y l  de  c e s  t r o i s  

molécules .  Les i o n s  i o d u r e s  l i b r e s  ne s o n t  p a s  é l u é s  de l a  colonne.  

Sur une colonne de dimensions p l u s  r é d u i t e s ,  a d a p t é e  aux marquages,  l e  

pouvoir  de s é p a r a t i o n  e s t ,  b i e n  s û r ,  moins bon ,  néanmoins l e  maximum de  

r a d i o a c t i v i t é  s e  s i  t u e  dans l e s  f r a c t i o n s  19 à 22 ( f i g .  no 4 ,  p .  5 0 ) ,  cor-  

respondant  au maximum d ' é l u t i o n  du LKF monoiodé, f r a c t i o n s  q u i  s e r o n t  re -  

p r i s e s  pour l e s  dosages .  Le LRF f r o i d  e s t  é l u é  p l u s  rapidement ( f r a c t i o n s  

10 - 12) a l o r s  que l e  LRF d i i o d é  e s t  davantage r e t e n u  (maximum d ' é l u t i o n  

v e r s  l e s  f r a c t i o n s  3 0  - 35) .  Les d i f f é r e n c e s  de  m i g r a t i o n s  s o n t  s u f f i s a n t e s  

pour r é c o l t e r  que lques  f r a c t i o n s  de  LRF monoiodé t r è s  peu contaminé. 

Un an t i sé rum a n t i  LRF (BARRY, no 44-7), u t i l i s é  à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  de  

113200, f i x e  87 p. 100 de ce  LRF marqué. 

C ' e s t  c e t t e  méthode que nous avons f i n a l e m e n t  adoptée c a r  e l l e  e s t  

s imple  e t  i l  e s t  p l u s  e x a c t ,  dans  l a  mesure du p o s s i b l e ,  d e  n ' u t i l i s e r  que 

du LRF monoiodé pour les dosages .  

En e f f e t ,  l e  marquage à l ' i o d e  p a r  l a  méthode à l a  chloramine T ,  

s i  e l l e  permet une bonne i n c o r p o r a t i o n  de l ' i o d e  r a d i o a c t i f  (au  moins double  

comparée à l a  méthode à l a  l a c t o p é r o x i d a s e  d é c r i t e  p a r  MORRISON e t  BAYSE 

1970),  modif ie  cependant l a  molécule de LRF q u i  p e u t  a l o r s  a v o i r  tendance 

à s ' a s s o c i e r  de  f a ç o n  non s p é c i f i q u e  à d e s  composants macromolécula i res  du 

sérum ou d e s  e x t r a i t s  t i s s u l a i r e s  ; c e s  composants macromolécula i res  ren- 

t r e n t  a l o r s  e n  compét i t ion  avec  l ' a n t i s é r u m  pour  se f i x e r  à l 'hormone mar- 

quée,  l a i s s a n t  davantage d ' a n t i c o r p s  l i b r e s  d e  s e  f i x e r  à l 'hormone f r o i d e ,  

ce q u i  condui t  à une s u r e s t i m a t i o n  des v a l e u r s  d e  c e t t e  d e r n i è r e .  O r ,  c e t t e  

m o d i f i c a t i o n  e s t  ne t t ement  p l u s  marquée pour  l 'hormone d i i o d é e  que pour  

1 ' hormone monoiodée. 

Les f r a c t i o n s  s é l e c t i o n n é e s  s o n t  a d d i t i o n n é e s  d ' u n  volume é g a l  d e  

tampon de dosage e t  ga rdées  congelées .  





B - E x t r a i t s  t i s s u l a i r e s  (hypothalamiques e t  post-hypophysaires) 

Les animaux d é c a p i t é s ,  l e s  cerveaux son t  p r é l evés  e t  r e f r o i d i s  

quelques minutes s u r  une plaque r é f r i g é r a n t e  a f i n  d ' en  f a c i l i t e r  l a  d i s s e c t i o n .  

Sont p r é l evés  l e s  fragments correspondant aux zones su ivan te s  : 

chez l e  cobaye (planche V a ,  p. 52) 

no 1 : zone p a r a o l f a c t i v e  

no 2 : organe v a s c u l a i r e  de l a  lame t e rmina l e ,  zone préopt ique  e t  suprachias-  

matique 

no 3 : hypothalamus médiobasal e t  t i g e  i n fund ibu la i r e  

(disséquée avec s o i n  à l ' a i d e  de micro-ciseaux de PASCHEFF-WOLFF) 

no 4 : mésencéphale 

no 5 : antéhypophyse 

no 6 : lobe nerveux de l 'hypophyse ( e t  lobe in te rmédia i re )  

chez l e  s inge  é c u r e u i l  (planche V b ,  p. 52) 

no 1 : OVLT e t  zone préopt ique 

no 2 : hypothalamus médiobasal e t  t i g e  i n fund ibu la i r e  

no 3 : posthypophyse 

no 4 : mésencéphale 

no 5 : antéhypophyse 

no 6 : gangl ions habénula i res  

Les fragments 5 correspondant aux adénohypophyses son t  m i s  à p a r t  

e t  conservés congelés à - 20°c en vue des  dosages de l a  FSH e t  de l a  LH. 

Les a u t r e s  fragments son t  gardés  congelés dans 0 , l  m l  d'HC1 0 , l  N .  

Au moment du dosage i l s  sont  homogénéisGs dans un volume t o t a l  de 0,5 m l  

d'HC1 U , 1  N ,  n e u t r a l i s é s  par  NaOH 1 N ,  complétés à 1 m l  p a r  du tampon de dosage. 

Après c e n t r i f u g a t i o n ,  des  a l i q u o t e s  de 50, 100 e t  200 ~1 de surnageant  sont  

r e p r i s e s  pour l e  dosage. 



Planche V : Dissection des fragments de cerveaux dans lesquels  le LRF sera dosé : 

a- chez l e  cobaye 

b- chez l e  s inge écureuil .  

Coupes sag i t ta l e s  

CA : commissure blanche antérieure 

CM : corps mamillaire 

CO : chiasma optique 

LA : lobe antérieur 

LN : lobe nerveux 

Po : pont 

Th : thalamus 

V : IIIème ventricule 





C - Antisérums 

11 es t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  d e s  an t i sé rums  a n t i  LRF p a r  immunisation 

de  l a p i n s  c o n t r e  l a  molécule  de LRF s y n t h é t i q u e  non conjuguée uniquement ad- 

so rbée  s u r  po lyv iny  l p y r r o l i d o n e  (ARIMURA 1 973, BARRY 1 98 0) , mais il es t  a l o r s  

d i f f i c i l e ,  e n  r a i s o n  du f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  du LRF e t  de  s a  f a i b l e  a n t i -  

g é n i c i t é ,  d ' o b t e n i r  a i n s i  un t i t r e  t r è s  é l e v é  e n  a n t i c o r p s .  

Il s ' e s t  donc a v é r é  souvent  u t i l e  de coup le r  le LRF à une molécule 

impor tan te  comme l ' a lbumine  s é r i q u e  bovine ou humaine. 

Couelage à l a  g l u t a r a l d é h y d e  du LRF à l a  HSA (DUBOIS 1976) --- -- ------- ---------- ------------------- 
s o n t  a d d i t i o n n é s  : 

- 4 mg d ' a n t i g è n e  e t  20 mg de  HSA dans  2 m l  de tampon phosphate  0 ,1  M pH 7,4 : 

phosphate  monosodique 0 , l  M 192 m l  

phosphate  d i s o d i q u e  0,1 M 808 m l  

- 1 m l  d 'une d i l u t i o n  au 1/50ème (dans  l e  tampon phosphate)  de l a  s o l u t i o n  

commerciale de  g l u t a r a l d é h y d e  à 25 X 

On l a i s s e  s ' e f f e c t u e r  l a  r é a c t i o n  3 h à t empéra tu re  ambiante sous  a g i t a t i o n  

douce. 

- La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  1 m l  de tampon phosphate  con tenan t  7 ,5  mg de méta- 

b i s u l f  i t e  

- 1 m l  de  tampon supp lémenta i re  e s t  a j o u t é .  

On o b t i e n t  5 m l  de  s o l u t i o n  q u i  s o n t  e n s u i t e  d i a l y s é s  à 4 " ~  c o n t r e  du tampon. 

Chaque dose i n j e c t é e  à un l a p i n  s e r a  de 0,5 ml de c e t t e  s o l u t i o n  

( s o i t  400 ug de  LRF conjugué) émulsionnée avec  0,5 m l  d ' a d j u v a n t  complet d e  

Freund. 

Pour l a  f a b r i c a t i o n  de son  a n t i s é r u m  no 8516, DUBOIS a  e f f e c t u é  

l a  première  i n j e c t i o n  dans  l a  r a t e ,  l e s  6  s u i v a n t e s ,  s o i t  p a r  40  s i t e s  i n t r a -  

dermiques ,  s o i t  p a r  i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  de  LRF conjugué sans  ad juvan t .  

Parmi l e s  a n t i s é r u m s  que nous avons e s s a y é s  e t  q u i  o n t  donné d e s  r é s u l t a t s  



t rSs  s a t i s f a i s a n t s  (BARRY, no 21a, 41, 4 2 ,  44 - DUBOIS : 2 Ac #) ,  c ' e s t  ce 

d e r n i e r  qu i  p r é s e n t a i t  l e  t i t r e  l e  p lus  é l evé ,  a u s s i  nous avons c h o i s i  d e  

l ' u t i l i s e r  pour l 'ensemble de nos dosages ; se s  c a r a c t é r i s t i q u e s  ont  é t é  

d é c r i t e s  par  CARATY e t  c o l l .  1980 ; il e s t  t r è s  spéc i f ique  e t  ne présente  

aucune a f f i n i t é  pour d ' a u t r e s  pep t ides  ou hormones t e l s  l a  l y s ine  vasopres- 

s i n e ,  l a  LH, l a  FSH, l e  TRF, l ' ocy toc ine ,  l a  noradréna l ine  ou pour des  e x t r a i t s  

du co r t ex  cérébra l .  Pour é l iminer  l a  majeure p a r t i e  des  an t i co rps  d i r i g é s  

cont re  l a  HSA, l f a n t i s é r u m  e s t  t o u t  d'abord s a t u r é  par  l a  HSA ; après  c e n t r i -  

fuga t ion ,  l e  surnageant e s t  p ré levé .  Dans nos dosages,  il a  é t é  u t i l i s é  à l a  

d i  l u t i o n  f i n a l e  de 1 /32000.  



D - Dosage 

La t echn ique  de dosage que nous avons u t i l i s é e  e s t  i c i  l'immuno- 

p r é c i p i t a t i o n  à température  ambiante.  

La composi t ion du tampon de dosage e s t  l a  s u i v a n t e  : 

phosphate  0,01 M 

NaCl 0,15 M 

N aN3 0,1 p. 100 

EDTA 0,01 M 

Baci t r a c i n e  2.1 o - ~  M 

HSA 0,1 p. 100 

PH 795 

s o n t  a d d i t i o n n é s  : 

- 0 , l  m l  de  LRF f r o i d  (SERVA) à d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  e t  0 , l  m l  de tampon 

OU 

0,05 ; O , I  ou 0 ,2  m l  d ' e x t r a i t s  t i s s u l a i r e s  complétés  à 0,2 m l  avec  du 

tampon 

- 0 ,1  m l  d ' a n t i s é r u m  a n t i  LRF d i l u é  au p r é a l a b l e  à 1/8000 

A g i t a t i o n  b rève  s u i v i e  d 'une  p r é i n c u b a t i o n  de 4 h e u r e s  (minimum) 

- on a j o u t e  0 ,1  m l  de LRF marqué (' 10 000 cpm) 

A g i t a t i o n  b r è v e  p u i s  i n c u b a t i o n  de 24  heures  

- on a j o u t e  50  v l  de sérum de l a p i n  normal d i l u é  au 1/50ème e t  50 p l  d ' a n t i -  

gammaglobulines de l a p i n  d i l u é e s  au 1 /5ème 

A g i t a t i o n  b rève  p u i s  i n c u b a t i o n  de 24 heures .  

Chaque t u b e  e s t  a d d i t i o n n é  de 2 , 5  m l  d e  tampon s a n s  HSA e t  c e n t r i f u g é  ; l e  

su rnagean t  e s t  a s p i r é  e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  du p r é c i p i t é  e s t  comptée. 

Les e s s a i s  son t  e f f e c t u é s  e n  t r i p l e  pour l a  courbe s t a n d a r d  e t  à 

deux d i l u t i o n s  e t  e n  double  pour  chaque e x t r a i t .  



I V  - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DE L'ACTH ET DU CORTISOL 

A - Dosage de  1'ACTH 

L'ACTH ( a d r e n o c o r t i c o t r o p h i c  hormone) e s t  une hormone hypophy- 

s a i r e  de n a t u r e  p r o t é i n i q u e  (composée d e  3 9  a c i d e s  aminés) ,  d e  p o i d s  mo- 

l é c u l a i r e  " 4 500. La séquence 1-24 à p a r t i r  de  l a  p a r t i e  N-terminale e s t  

commune à d i f f é r e n t e s  espèces  e t  hormonalement a c t i v e  ; l e  p o l y p e p t i d e  de  

syn thèse  1-24 correspondant  (synacthène)  e s t  couramment u t i l i s é  e n  c l i n i q u e .  

Dans l e  plasma, 1'ACTH a une demi-vie d ' e n v i r o n  12 à 15 minutes  

(BESSER e t  c o l l .  1971). 

La p r o d u c t i o n  de 1'ACTH ( s y n t h è s e  e t  s é c r é t i o n  : GANONG e t  c o l l .  

1974) e s t  c o n t r ô l é e  p a r  l e  CRF ( c o r t i c o t r o p h i n  r e l e a s i n g  f a c t o r )  q u i  e s t  

l i b é r é  dans les v a i s s e a u x  p o r t e s  de  l ' éminence médiane (PORTER e t  c o l l .  

1970). 

Les  corps  c e l l u l a i r e s  de  l a  p l u s  grande p a r t i e  d e s  neurones  

e l a b o r a n t  l e  CRF s e  s i t u e n t  f o r t  probablement dans l 'hypothalamus (mais e n  

dehors  d e  l 'hypothalamus médiobasal)  e t  dans  l ' a i r e  p r é o p t i q u e  ; l e u r s  

f i b r e s  t r a v e r s e n t  l ' a i r e  l a t é r a l e  r é t r o c h i a s m a t i q u e  avan t  de gagner  l 'émi- 

nence médi ane (BRADBURY e t  CO 11. 1 97 4 ,  PALKOVITS 1 97 7 , JONE S e t HILLHOUSE 

1977, BUCKINGHAM e t  HODGES 1979, MAKARA e t  c o l l .  1979). 

Les neurones  à CRF r e c e v r a i e n t  de nombreuses af f é r e n c e s  modulant 

l e u r  a c t i v i t é  (VAN LOON 1973), a i n s i  l a  l i b é r a t i o n  du  CRF s e r a i t  i n h i b é e  

p a r  l e s  r é c e p t e u r s  a-adrénergiques  e t  s t i m u l é e  p a r  l e s  r é c e p t e u r s  muscari- 

n iques  e t  n i c o t i n i q u e s  (Réf. dans  OLIVER e t  c o l l .  1980). 

En o u t r e ,  l a  s é c r é t i o n  dlACTH e s t  s t i m u l é e  l o r s  d ' u n  s t r e s s  e t  

est  soumise à un rythme c i r c a d i e n ,  mais ,  à l a  d i f f é r e n c e  d'HIROSHIGE e t  

c o l l .  (1971) ,  YASUDA e t  GREER (1976) n ' o n t  pu é t a b l i r  aucune c o r r é l a t i o n  

e n t r e  c e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  s é c r é t i o n  d'ACTH e t  l ' a c t i v i t é  CRF d e  l 'hypo- 

thalamus. Le rythme c i r c a d i e n  de  l a  s é c r é t i o n  d'ACTH p o u r r a i t  ê t r e  accom- 

pagné de  v a r i a t i o n s  s imul tanées  de l a  s e n s i b i l i t é  de l 'hypophyse au CRF, 

mais ,  l à  e n c o r e ,  c e c i  n ' a  pu ê t r e  montré avec  c e r t i t u d e  (KRIEGER 1979). 



Dans nos e x p é r i e n c e s ,  l e s  dosages  de 1'ACTH o n t  é t é  e f f e c t u é s  

avec l e  m a t é r i e l  proposé p a r  l e  C.E.A. 

1 )  Pré lèvements  d e s  é c h a n t i l l o n s  ............................. 
- i l s  d o i v e n t  s e  f a i r e  e n  t e n a n t  compte de  l a  p é r i o d i c i t é  d e  l a  s é c r é t i o n  de 

1 ' ACTH 

- e n  r a i s o n  de  l ' i n s t a b i l i t é  de c e t t e  molécu le ,  i l s  n é c e s s i t e n t  c e r t a i n e s  p ré -  

c a u t i o n s  : 

l e  sang ne p e u t  ê t r e  r e c u e i l l i  s u r  h é p a r i n e  ; en  e f f e t ,  l ' h é p a r i n e  cap te  l e s  

molécules  dlACTH, formant d e s  a g r é g a t s  de h a u t s  po ids  m o l é c u l a i r e s  e t  l e s  

empêchant d e  r é a g i r  avec  l e s  a n t i c o r p s  (DWOUY e t  c o l l .  1980), e n  o u t r e ,  e l l e  

a c c é l è r e  l a  d é g r a d a t i o n  de l 'hormone marquée i n t r o d u i t e  dans  l e  dosage 

(VAGUE e t  c o l l .  1971). 

Le sang e s t  a l o r s  r e c u e i l l i  d a n s  d e s  t u b e s  de  type Venoject  con- 

t e n a n t  de  1'EDTA (Na2) s e c  (1 mg/ml de sang) p réa lab lement  r e f r o i d i s .  

Après a g i t a t i o n  e t  c e n t r i f u g a t i o n ,  l e s  plasmas s o n t  p r é l e v é s  

e t  conservés  à - 20°C. 

Pour  une c o n s e r v a t i o n  dépassan t  2  mois,  il f a u t  a j o u t e r ,  au 

moment du p ré lèvement ,  100 U K I  sous  forme d e  Zymofren ou de T r a s y l o l ,  p a r  m i l -  

l i l i t r e  de sang. 

2) Dosage ---- - 
Les d i l u t i o n s  s o n t  e f f e c t u é e s  dans  l e  tampon : 

Véronal  0,02 M pH 8 , 4  

2-mercaptoéthanol 0,2 p. 100 

Sont a d d i t i o n n é s  : 

- 0 , l  m l  d 'une  s o l u t i o n  con tenan t  du plasma humain e t  d e  O à 800 pg/ml d'ACTH 

s y n t h é t i q u e  humaine ( 1-39) - (courbe s t a n d a r d  e f f e c t u é e  en  t r i p l e )  

ou 100 p l ,  200 p l  de plasma à d o s e r .  
125 - 0,1 m l  d 'une s o l u t i o n  d'ACTH d ' o r i g i n e  p o r c i n e  marquée à l ' i o d e  , d ' a c t i -  

v i t é  s p é c i f i q u e  d e  l ' o r d r e  de 300 pCi/pg (11 100 k ~ q / ~ g ) ,  s o i t  0 ,06 pCi/ml 

(2,22 kBq) 



Cet t e  s o l u t i o n ,  en  tampon vé rona l ,  c o n t i e n t  en o u t r e  de  l 'a lbumine humaine 

e t  un i n h i b i t e u r  enzymatique. 

- 0,1 m l  d 'une s o l u t i o n  contenant de l ' an t i s é rum anti-ACTH (obtenu s u r  l a p i n  

par  i n j e c t i o n  dlACTH couplée à de l 'albumine bovine) .  

Chaque tube e s t  a l o r s  complété à 1 m l  par  du tampon. 

Après a g i t a t i o n  au Vortex, on l a i s s e  incuber  48 h à 4 " ~ .  

Les tubes sont  a l o r s  plongés dans un b a i n  g l acé  e t  0,5 m l  d'une 

suspension de charbon sont  addi t ionnés  rapidement,  

Après a g i t a t i o n  rap ide  au Vortex,  e t  un temps de r é a c t i o n  de 5 

minutes exactement dans l e  ba in  de g l ace ,  les tubes sont  c e n t r i f u g é s  15 minutes 

à 1500-2000 g. 

Le surnageant de chaque tube e s t  décanté  dans un tube de comp- 

t age . 



B - Dosage du c o r t i s o l  

Le c o r t i s o l ,  ou h y d r o c o r t i s o n e ,  e s t  une hormone s t é r o ï d i e n n e  de  

p o i d s  m o l é c u l a i r e  363,5.  La c o r t i c o - s u r r é n a l e  s y n t h é t i s e  l e  c h o l e s t é r o l ,  l e  

p r é l è v e  également d e  l a  c i r c u l a t i o n  e t  l e  t r ans forme  e n  hormones s t é r o ? d i e n n e s ,  

notamment en c o r t i s o l  (Tableau I V ,  p. 60) .  

Ce c o r t i s o l  e s t  p r o d u i t  e n  p a r t i e  p a r  l e s  c e l l u l e s  de  l a  glomé- 

r u l é e  ( q u i  s o n t  les s e u l e s ,  e n  o u t r e ,  à s y n t h ë t i s e r  l ' a l d o s t é r o n e )  mais p r i n -  

c ipa lement  p a r  l e s  c e l l u l e s  de l a  f a s c i c u l é e .  

Les  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  s o n t  d e s  e f f e c t e u r s  d'enzymes e t  possèden t  

d e s  r é c e p t e u r s  s u r  l e s  t i s s u s  de nombreux organes  ( f o i e ,  musc les ,  c e l l u l e s  

lymphoïdes, a d i p o c y t e s ,  o s ,  cerveau,  u t é r u s ,  e t c . .  .) Ré£ .  dans  BALLARD e t  c o l l .  

1974 e t  K I N G  e t  MAINWARING 1974 ; a i n s i ,  dans  l e s  c e l l u l e s  i n t e s t i n a l e s ,  i l s  

p e r m e t t e n t  l a  p h o s p h o r y l a t i o n  des  s u c r e s  n é c e s s a i r e s  à l e u r  a b s o r p t i o n  ; l e s  

p r i n c i p a u x  e f f e t s  b i o l o g i q u e s  du c o r t i s o l  s o n t  : l ' accumula t ion  du glycogène 

au n iveau  du f o i e ,  l a  s y n t h è s e  du g lucose  à p a r t i r  d e s  a c i d e s  aminés (néogluco- 

génèse)  e t  l e  r a l e n t i s s e m e n t  de l ' o x y d a t i o n  d e s  h y d r a t e s  de carbone dans  l e s  

t i s s u s .  

La p r o d u c t i o n  de c o r t i s o l  e s t  s t i m u l é e  p a r  I'ACTH, mais  l e  cor- 

t i s o l ,  e n  revanche,  e x e r c e  un r é t r o c o n t r ô l e  n é g a t i f  s u r  c e t t e  hormone, s o i t  

p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  des  c e n t r e s  hypothalamiques p r o d u i s a n t  le CRF, s o i t  d i r e c -  

tement au n iveau  d e  l 'hypophyse où i l  a u r a i t  a l o r s  une a c t i o n  i n h i b i t r i c e  p l u s  

s u r  l a  s é c r é t i o n  que s u r  l a  syn thèse  d e  1'ACTH (FLEISCHER e t  RAWLS 1970). 

Du r ô l e  joué  p a r  1'ACTH s u r  l a  p r o d u c t i o n  d e s  c o r t i c o ï d e s ,  ré-  

s u l t e  un rythme nycthéméral  des  t a u x  de c o r t i s o l  p lasmat iques  a i n s i  que l e u r  

é l é v a t i o n  à l a  s u i t e  d ' u n  s t r e s s  (dans  l e s  15 minutes  s u i v a n t  l ' é l é v a t i o n  d e s  

t a u x  dlACTH), d ' o ù  l e s  p r é c a u t i o n s  n é c e s s a i r e s  dans l e  cho ix  de l ' h e u r e  e t  

des  c o n d i t i o n s  de  pré lèvement  des  é c h a n t i l l o n s  à d o s e r .  

Dans l e s  c o n d i t i o n s  normales ,  e n v i r o n  76 p. 100 du c o r t i s o l  

s é c r é t é  dans l e  sang  s o n t  l i é s  de façon  é t r o i t e  mais r é v e r s i b l e  à l a  t r a n s c o r -  

t i n e  ( c o r t i c o s t e r o i d  b i n d i n g  g l o b u l i n  ou CBG), a lpha  1 g l y c o p r o t é i n e ,  de p o i d s  

m o l é c u l a i r e  v o i s i n  de 52 000 (SEAL e t  DOE 1966),  s y n t h é t i s é e  p a r  le f o i e  ; 

13,5 p. 100 s o n t  l i é s  à l ' a lbumine (avec  une a f f i n i t é  4  f o i s  moindre que pour 

l a  CBG) , e t  e n v i r o n  10,5 p. 100 c o n s t i t u e n t  le c o r t i s o l  l i b r e  (WESTPHAL 1975). 
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TABLEAU IV : Biosynthèse du c o r t i s o l .  



Le c o r t i s o l  l i b r e  , s eu l  métaboliquement a c t i f ,  a une demi-vie de 5 0-60 minutes 

(MANIN e t  DELOST 1980). 

Dans nos expér iences ,  nous dosons l e  c o r t i s o l  t o t a l  à l ' a i d e  

du m a t é r i e l  proposé par  l e  C.E.A. 

I l  s ' a g i t  de mesures d i r e c t e s  s u r  plasma ou sérum (VECSEI e t  

co l l .  1972, RUDER e t  c o l l .  1972, ABRAHAM e t  c o l l .  1972). 

Les d i l u t i o n s  sont  e f f e c t u é e s  dans l e  tampon : 

Hydrogénophosphate disodique,  2 H 2 0  852 mg 

Acide c i  t r i q u e  1,560 mg 

Dans des tubes,  dont l a  su r f ace  in t e rne  e s t  revêtue d 'un an t i -  

sérum obtenu s u r  l e  l ap in  cont re  du c o r t i s o l  conjugué en p o s i t i o n  21 avec de l a  

sérumalbumine bovine, son t  a jou té s  : 

- 50 l.11 d'une s o l u t i o n  contenant de O à 800 ng/ml d e  c o r t i s o l  

(courbe s tandard e f f ec tuée  e n  t r i p l e )  

ou 

30 p l  de sérum à doser  + 20 p l  de tampon ( échan t i l l ons  dosés 

en double) 

- 0,5 m l  de tampon 

- 0,1 m l  d'une s o l u t i o n  de c o r t i s o l  marqué à l ' i o d e  125 (- 0,28 

pCi/ml) contenant  de  l a  sérumalbumine bovine e t  des  conserva- 

teurs .  

Chaque tube e s t  mélangé doucement au Vortex. 

Après une heure d ' i ncuba t ion  à 37"C, l e  contenu de chaque tube 

e s t  a s p i r é  soigneusement. Chaque tube e s t  a l o r s  r i n c é  par  2 m l  d 'eau d i s t i l l é e  

e t  de nouveau a s p i r é ,  pu is  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  comptée. 



V - ANIMAUX 

Les cobayes t r i c o l o r e s  (Cavia  p o r c e l l u s )  s o n t  g a r d é s  dans  d e s  

c o n d i t i o n s  d ' é c l a i r e m e n t  c o n s t a n t e s  (L : O = 14 : 10) à 22 + - 2 " ~ .  

A£ i n  d e  v é r i f i e r  l e  p a r a l l é l i s m e  des  c o ~ i r b e s  concernant  l e s  

dosages d e s  gonadotrophines  dans l e s  sérums, des  cobayes o n t  é t é  i n j e c t é s  

de  LRF ou c a s t r é s .  

Une é t u d e  de 1 ' é v o l u t i o n  d e s  t a u x  d e s  gonadotrophines  s é r i q u e s  

au cours  du c y c l e  o e s t r a l  a  e n s u i t e  é t é  e f f e c t u é e .  

Les animaux s o n t  s a c r i f i é s  p a r  d é c a p i t a t i o n  ; l e u r  s a n g ,  r é c o l t é  

i n d i v i d u e l l e m e n t ,  e s t  l a i s s é  pendant  un temps minimum de 3 0  mn à 4 " ~  pour  

que l a  c o a g u l a t i o n  s ' e f f e c t u e .  Après c e n t r i f u g a t i o n  l e  sérum est  prélevé.  

e t  conservé à - 2 0 " ~  jusqu 'au  moment du dosage. 

1") I n j e c t i o n  de LRF 

100 vg d e  LRF s y n t h é t i q u e  (HOECHST F r a n k f u r t )  o n t  é t é  adminis- 

t r é s  p a r  i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e  à d e s  cobayes mâles de 3 5 0  g. Les a n i -  

maux o n t  é t é  s a c r i f i é s  à d e s  temps v a r i a n t  de 3 0  mn à 2  h 3 0  a p r è s  l ' i n -  

j e c t i o n .  Les dosages  radio-immunologiques d e  LH, FSH e t  t e s t o s t é r o n e  o n t  

é t é  e f f e c t u é s  s u r  l e s  sérums à d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s .  

2O) C a s t r a t i o n  

Des cobayes mâles de 450 g o n t  é t é  c a s t r é s  b i l a t é r a l e m e n t  a p r è s  

a n e s t h é s i e  p a r  i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e  de  0,85 m l  d ' u r é t h a n e  à 20 p.100 

e t  de 0,15 m l  de Nembutal à 5 p. 100. Les animaux o n t  é t é  s a c r i f i é s  dans  

d e s  d é l a i s  v a r i a n t  de 24 h e u r e s  à 97 j o u r s  a p r è s  l a  c a s t r a t i o n .  

3") Cycle o e s t r a l  

Les t r a n s f o r m a t i o n s  que s u b i s s e n t  l a  muqueuse v a g i n a l e  e t  l e s  

o v a i r e s  au cours  d e s  d i f f é r e n t e s  phases  du c y c l e  o e s t r a l  chez l e  cobaye 

o n t  é t é  d é c r i t e s  précédemment avec  p r é c i s i o n  p a r  LEONARDELLI 1961 a ,  b ,  1962. 



Notre é t u d e  a  p o r t é  s u r  deux s é r i e s  de respec t ivement  60 e t  

123 f e m e l l e s  d ' e n v i r o n  700 g  q u i  o n t  é t é  s u i v i e s  dans un p remier  temps p a r  l a  

méthode d e s  f r o t t i s  vaginaux a f i n  de c h o i s i r  l e  moment du s a c r i f i c e .  Les f r o t t i s ,  

p rca lab lement  f i x é s  p a r  un mélange a l c o o l / é t h e r  (1  v  : 1 V) s o n t  c o l o r é s  de l a  

faqon s u i v a n t e  : 

- a l c o o l  70" (p longer  10 f o i s )  

- eau d i s t i l l é e  (p longer  10 f o i s )  

- Hématoxyline au s u l f a t e  de z i n c  de  PAPAMILTIADES ( 3  minutes)  

- e a u  couran te  ( r i n ç a g e  a t t e n t i f )  

- eau d i s t i l l é e  (p longer  10 f o i s )  

- a l c o o l  70" (p longer  10 f o i s )  

- a l c o o l  9 5 O  (p longer  10 f o i s )  

- S o l u t i o n  de SHOOR " S I I I "  de  composit ion : 

a l c o o l  à 50" 100 m l  

B i e b r i c h  E c a r l a t e  hydroso lub le  0 ,5  g 

Orangé G 0,25 g  

F a s t  green FCF 0,075 g 

Acide phosphotungst ique 0 ,5  g  

Acide phosphomolybdique 0 , 5  g 

Acide a c é t i q u e  g l a c i a l  1 m l  

C o l o r a t i o n  pendant  4 à 6 minutes .  

- a l c o o l  à 95" (p longer  10 f o i s )  

- a l c o o l  abso lu  1 ( p l o n g e r  10 f o i s )  

- a l c o o l  abso lu  II ( p l o n g e r  10 f o i s )  

- t o l u è n e  (3  0  secondes) .  

Le montage d e s  l a m e l l e s  s ' e f f e c t u e  e n s u i t e  à l l E u k i t t .  

L ' o b s e r v a t i o n  au microscope montre schématiquement l e s  images 

s u i v a n t e s  : en  p r o o e s t r u s  1, d e  p e t i t e s  c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  à r a p p o r t  nucléo- 

p lasmat ique  é l e v é  e t  à cytoplasme b a s o p h i l e  ; e n  p r o o e s t r u s  II,  de  grandes  c e l -  

l u l e s  b a s o p h i l e s ,  muqueuses, à noyau l e  p l u s  souvent  pycno t ique  ; e n  o e s t r u s  p r é -  

o v u l a t o i r e  a p p a r a i s s e n t  d e s  c e l l u l e s  é o s i n o p h i l e s  à noyau pycnot ique provenant  

de l a  desquamation de l a  couche k é r a t i n i s é e  ; e n  o e s t r u s  p o s t - o v u l a t o i r e ,  c e s  

c e l l u l e s  s o n t  p l i s s é e s  e t  s ' a g g l u t i n e n t  formant d e s  "p lacards"  ; e n  p o s t o e s t r u s  1 

r é a p p a r a i s s e n t  d e s  c e l l u l e s  b a s o p h i l e s  q u i  s o n t  de deux t y p e s  : d e s  p e t i t e s  baso-  

ph i  les provenant  d e s  couches prof  ondes mais s u r t o u t  des  g randes  b a s o p h i l e s  mu- 

queuses  provenant  de l a  desquamation de  l ' e i ~ d o c o l  q u i  s ' e f f e c t u e  p l u s  t a rd ivement  



que c e l l e  du  vag in  ; on observe également de nombreux p o l y n u c l é a i r e s  ; e n  post -  

o e s t r u s  II, l e s  c e l l u l e s  é o s i n o p h i l e s  o n t  t o t a l e m e n t  d i s p a r u ,  t a n d i s  que l e s  

p o l y n u c l é a i r e s  e n v a h i s s e n t  l e s  c e l l u l e s  b a s o p h i l e s .  

Le premier  j o u r  d  ' ouver tu re  v a g i n a l e  s ' e f f e c t u e  a s s e z  t a rd ive-  

ment chez nos cobayes : f r o t t i s  de  f i n  de  p r o o e s t r u s  ( l ' é p i t h é l i u m  v a g i n a l  mon- 

t r e r a  l e  p l u s  souvent  d é j à  un d é b u t  de  k é r a t i n i s a t i o n )  ; ce j o u r  e s t  appe lé  

j o u r  1 du cyc le .  

Les f r o t t i s  vaginaux ne p e r m e t t e n t  e n  f a i t  d ' é t a b l i r  qu'une 

chrono log ie  approximat ive  a u s s i ,  pour  dé te rminer  avec p r é c i s i o n  l e  moment e x a c t  

d u  s a c r i f i c e ,  i l  e s t  n é c e s s a i r e  d e  p r é l e v e r  l e s  deux o v a i r e s  e t  l e  v a g i n  de 

chaque animal e t  d  ' en  e f f e c t u e r  1 'examen h i s t o l o g i q u e .  

Les o rganes  s o n t  f i x é s  3  à 4  j o u r s  dans  un mélange d e  BOUIN- 

HOLLANDE (1  918) s a n s  a c i d e  a c é t i q u e  : 

ac ide  p i c r i q u e  4 8 

a c é t a t e  de  c u i v r e  2 ,5  g  

H2° 
formol  n e u t r e  10 m l  

subl imé ( s o l u t i o n  aqueuse 

s a t u r é e  de  HgCl 10 m l  2  

100 m l  

a j o u t é s  extemporanément 

Les p i è c e s  s o n t  e n s u i t e  déshydra tées  pendan t  24 h e u r e s  dans 

l ' a l c o o l  à 95" (2  b a i n s )  p u i s  à nouveau 24 h e u r e s  dans l ' a l c o o l  a b s o l u  (3  b a i n s ) .  

L ' a l c o o l  e s t  é l i m i n é  par  3 passages  s u c c e s s i f s  de 20 mn d a n s  des  f l a c o n s  de  t o l u è n e .  

Les p i è c e s  s o n t  a l o r s  imprégnées p a r  de  l a  p a r a f f i n e  maintenue à 5 5 " ~  dans une 

é t u v e  ( l e r  b a i n  : 2  heures  ; 2ème b a i n  : 4  heures )  avan t  d ' ê t r e  i n c l u s e s ,  Les 

b l o c s  r e f r o i d i s  s o n t  coupés au microtome en  coupes de 10 microns d ' é p a i s s e u r .  Une 

coupe s u r  d i x  s e r a  r e t e n u e ,  é t a l é e  e t  c o l l é e  s u r  lame p a r  d e  l ' e a u  albumineuse. 

Le d é p a r a f f i n a g e  e t  l a  c o l o r a t i o n  d e  MASSON s ' e f f e c t u e n t  d e  l a  

façon  s u i v a n t e  : 

dégara f  f  inage  e t  r é h x d r a t a t i o n  : -- -------- -------- --------- 
- t o l u è n e  : 3  b a i n s  de  15 mn 

- a l c o o l  95O : 3  b a i n s  de  5 mn 

- a l c o o l  70" iodé  : 5 mn ( é l i m i n a t i o n  d e s  c r i s t a u x  de mercure) 

- a l c o o l  70" : 5  mn 



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

- r inçage  à l ' e a u  d i s t i l l é e .  

c o l o r a t i o n  : ---------- 
- Hématoxyline de GROAT : 15 mn 

r ~ l ~ ~  de f e r  2 g 

(a lcool  95O 100 m l  

L ~ é m a t o x ~ l i n e  1 g 

- lavage à l ' e a u  courante  : 5 mn 

- H O amoniaquée (2 p. 100) : passage rap ide  2 
- Fuchsine Ponceau : 3 mn 

Ponceau S 2 g  

Fuchsine ac ide  1 g 

H2° 
300 m l  

Acide acé t ique  2 m l  

- Acide phosphomolybdique (2  p. 100) : passage r a p i d e  

- Orangé G : 5 mn 

Orangé G 8 g 

H2° 
400 m l  

Acide phosphomolybdique 16 g 

- H O a c é t i f i é e  (1  p. 100) : passage rap ide  2 
- Vert  FCF : 2 mn 

Vert  s o l i d e  FCF 2 g 

H2° 
200 m l  

Acide acé t ique  1 m l  

- H O a c é t i f i é e  ( 1  p. 100) : passage rap ide  
2 

- Alcool absolu : 2 b a i n s  de 5 mn 

- Toluène : 2 ba ins  de  5 mn. 

Les lamelles  son t  montées à l l E u k i t t .  Après séchage à l ' é t u v e ,  

l ' obse rva t ion  microscopique peut  ê t r e  e f f e c t u é e ,  

Lors du p rooes t ru s  1, on observe une p r o l i f é r a t i o n  des  c e l l u l e s  

de l ' é p i t h é l i u m  malpighien de l a  muqueuse vaginale .  Le p rooes t ru s  II e s t  marqué 

par  un développement de l a  couche muqueuse s u p e r f i c i e l l e  ; il y a également une 

p r o l i f é r a t i o n  accentuée des  c e l l u l e s  de l ' é p i t h é l i u m  malpighien formant des  r e p l i s  



qu i  soulèvent  l ' a s s i s e  muqueuse. Cet ép i thé l ium a  a t t e i n t  s a  haut:eur maximale 

d 'envi ron  200 microns. Le début  de l ' o e s t r u s  e s t  marqué p a r  l a  k é r a t i n i s a t i o n  de 

l a  couche moyenne de  1' ép i thé l ium vagina l .  Durant l ' o e s t r u s  vont  s  ' e f f e c t u e r  suc- 

cessivement : l a  desquamation de l a  couche muqueuse, l a  d i s s o c i a t i o n  p u i s  l a  des- 

quamation de l a  couche k é r a t i n i s é e  e t  e n f i n  l ' e x f o l i a t i o n  des  c e l l u l e s  précornées 

sous- jacentes  ( 1  'ovula t ion  ayant l i e u  l o r s  du décollement d e  l a  couche k é r a t i n i -  

sée) .  Lors du pos toes t ru s  1, l ' é p i t h é l i u m ,  r é d u i t  à une épa i s seu r  de 50 microns,  

e s t  envahi pa r  des  po lynucléa i res .  Pa ra l l è l emen t ,  dans l e s  coupes d ' o v a i r e s ,  nous 

observons d e s  corps p r o g e s t a t i f s  à c a v i t é  c e n t r a l e  importante  sans o rgan i sa t i on  

f i b r o b l a s t i q u e  e t  à pa ro i  mince. Au p o s t o e s t r u s  II, l a  c a v i t é  c e n t r a l e  d e s  corps 

p r o g e s t a t i f s  e s t  envahie par  des  f i b r o c y t e s  e t  l a  couche g l a n d u l a i r e  e s t  é p a i s s i e  ; 

l ' ép i t hé l ium vag ina l  a t t e i n t  son minimum d ' épa i s seu r  (15 à 20 microns) ,  par  ex- 

f o l i a t i o n  du corps muqueux de Malpighi. La f i n  du p o s t o e s t r u s  e s t  marquée par  l ' a p -  

p a r i t i o n  d 'une couche muqueuse s u p e r f i c i e l l e  à plages d i scont inues .  C ' e s t  à ce  

moment que s e  ferme l a  membrane vag ina l e .  



B - Singes é c u r e u i l s  --- ------------ 
Les s inges  écu reu i l s  ( S a i m i r i  sc iureus)  nous ont  é t é  procurés  

par  Primate Imports Corporation (New York, U.S.A.) v i a  Charles-River-France. 

Ces animaux ont  é t é  gardés à 24 + 2 ' ~  avec un é c l a i r a g e  programmé (L : O = 

12 : 12).  

Le s a c r i f i c e  a  eu l i e u  pa r  décap i t a t i on ,  l e  p l u s  souvent ve r s  

17 heures ,  généralement e n t r e  l e s  mois de  mars à juin.  

1") Le pa ra1  lé l isme des courbes concernant l e s  dosages des  gonado- 

t rophines  s é r i q u e s  a  é t é  v é r i f i é  s u r  des  sérums (à  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s )  

de s inges  é c u r e u i l s  mâles qu i  ava i en t  reçu une i n j e c t i o n  de  LRF synthé- 

t ique  ( s a c r i f i é s  1 h  30 après  l ' i n j e c t i o n ) ,  ou qu i  ava ien t  é t é  c a s t r é s  

( s a c r i f i é s  15 jours  après  l a  c a s t r a t i o n ) .  

2")  Cycle o e s t r a l  : 

L'étude concernant l e s  v a r i a t i o n s  des taux s é r i q u e s  de  gonado- 

t rophines  e t  de progestérone a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  75 femel les  adu l t e s  

jeunes,  d ' envi ron  500 g. Les v a r i a t i o n s  du LRF hypothalamique chez ces  

animaux ont  é t é  é tud iées  simultanément, s o i t  par  dosages radio-immunolo- 

giques (é tude  q u i  po r t e  s u r  25 animaux), s o i t  par  des  observa t ions  en  

immunof luorescence (BARRY e t  CROIX 1 978, BARRY 1 97 9  b)  . 

L e  cycle  o e s t r a l  du s inge  é c u r e u i l  a u r a i t ,  aux d e r n i è r e s  e s t i -  

mations, une durée moyenne de h u i t  j ou r s  (WILSON 1977) en  accord avec l e s  

éva lua t ions  précédentes  de ROSENBLUM 1 968, HUTCHINSON 1 97 0, O 'CONNOR e t  

WOLF 1971, TRAVIS e t  HOLMES 1974. 

Nous nous sommes basé s u r  ces données e t  su r  l'examen h i s to -  

logique des  coupes s é r i é e s  des  o v a i r e s  ( t a i l l e  e t  é t a t  des  f o l l i c u l e s )  

pour é t a b l i r  l e s  graphiques : phase f o l l i c u l a i r e  précoce ( f o l l i c u l e s  de 

diamètres  i n f é r i e u r s  à 2 mm), phase f o l l i c u l a i r e  moyenne ( f o l l i c u l e s  de 

diamètres  compris e n t r e  2  e t  3 mm),  phase f o l l i c u l a i r e  t a r d i v e  (diamètres  

supé r i eu r s  à 3 mm jusqu'aux f o l l i c u l e s  o v u l a t o i r e s ) ,  phase l u t é a l e  (pré- 

sence d e  corps p r o g e s t a t i f s  r é s u l t a n t  de l a  l u t é i n i s a t i o n  d e  f o l l i c u l e s  

rompus). 

Nous avons appelé jour  1 l e  jour  de l ' ovu la t ion .  



R E  S U L T A T S  ----------------- 



1 - DOSAGES RADIO-IMMUNOLOGIQUES DES GONADOTROPHINES 

A - Etabl issement  des  courbes de r é f é r ences  

1) Exeression des  r é s u l t a t s  : -- ..................... 
Les modi f ica t ions  du pourcentage d'hormone marquée f i x é e  aux 

an t i co rps  sous l ' i n f l u e n c e  d ' a d d i t i o n  d'hormone f r o i d e  sont  exprimées 

pa r  l e  rappor t  : 

dans l eque l  BO e s t  l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  aux a n t i c o r p s  en  l ' absence  

de t ou t e  hormone f r o i d e  e t  B l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  e n  présence de  x  ng 

d  ' hormone f r o i d e  . 
Ceci e s t  couramment r ep ré sen t é  s u r  un graphique dont  l ' une  des  é c h e l l e s  

e s t  logari thmique,  ce q u i  permet l ' o b t e n t i o n  d'une p o r t i o n  de courbe 

pratiquement l i n é a i r e .  

2) Antisérum : --------- 
a) - -  Systcmes-hom~log~eg - - - de-rat-: 

En l ' absence  de t ou t e  hormone f r o i d e ,  l ' an t i s é rum a n t i  FSH de 

r a t ,  u t i l i s é  à l a  d i l u t i o n  de  1/3500, f i x e  25 à 32 p. 100 de l a  
1251 FSH de r a t  marquée à 1' ; l ' an t i s é rum a n t i  LH de r a t ,  à l a  d i l u -  

t i o n  de 11150 000, f i x e  32 p. 100 de l a  LH de r a t  marquée. 

b) Systèmes hé té ro logues  : - - - - - - - - - - -  
En l ' absence  d'hormone f r o i d e ,  l ' a n t i s é r u m  a n t i  FSH ovine f i x e  

10 à 13 p. 100 de l a  FSH de r a t  marquée à 1' l Z 5 1  l o r s q u ' i l  e s t  u t i -  

l i s é  à l a  d i l u t i o n  de  1/8000 e t  1 9  à 24 p. 100, à l a  d i l u t i o n  de 

114G00. 

Le premier ant isérum a n t i  FSH humaine que nous avons u t i l i s é  

en f i x e  I I  p .  100 à l a  d i l u t i o n  de 1/20 000 ; l e  second ( ~ a l b i o c h e m )  

en f i x e  30 p. 100 à l a  d i l u t i o n  de 1/2000. 

L 'ant isérum a n t i  LH ovine peut  f i x e r  26 à 38 p. 100 de l a  LH 

de r a t  marquée à 1 ' 1 2 5 ~  l o r s q u ' i l  e s t  u t i l i s é  à l a  d i l u t i o n  ck 

1/32 000 e t  5 0  p. 100 à l a  d i l u t i o n  de 1/24 000. 



Nous n'avons obtenu aucune f i x a t i o n  de l a  LH d e  r a t  ou de l a  

LH ovine s u r  l ' a n t i s é r u m  a n t i  HLH de Calbiochem; nous n'avons obtenu 

qu'une t r è s  f a i b l e  f i x a t i o n  de ces hormones (6 p. 100) s u r  l ' an t i s é rum 

a n t i  HLH f o u r n i  par  l e  C.E.A. 

Ces ant isérums a n t i  LH humaine semblent donc t r è s  spéc i f i ques  

de l ' e spèce .  

c) - - - - -  Systèmes hornglogges Sugains  : 

L'ant isérum a n t i  FSH humaine de Calbiochem, à l a  d i l u t i o n  de 

1/2000, f i x e  36 à 44 p. 100 de l a  FSH humaine marquée. 

L 'ant isérum a n t i  LH humaine de Calbiochem, à l a  d i l u t i o n  de 

1/4000, f i x e  50 p. 100 de l a  LH humaine marquée, c e l u i  d e  l ' I n s t i t u t  

P a s t e u r ,  à l a  même d i l u t i o n ,  en  f i x e  26 p. 100, t a n d i s  que c e l u i  f o u r n i  

par  l e  C.E.A. en  f i x e  35 p. 100. 

Méthode du c a l c u l  du c o e f f i c i e n t  de v a r i a t i o n ,  s o i t  : 

- l a  moyenne X : somme des  va l eu r s  X d i v i s é e  pa r  l e  nombre n de va l eu r s  

( e s t ima t ion  de l a  moyenne théorique)  
- 
X = C ~ / n  

- x : é c a r t  d'une va l eu r  à l a  moyenne 

2 - l a  va r i ance  S (es t imat ion  de l a  var iance  a2  théorique)  

2 C x  2 s = -  
n - 1 (nombre de  degrés  de l i b e r t é )  

- l ' é ca r t - t ype  ou d é v i a t i o n  s tandard  S ( e s t ima t ion  de a) 

s =  fl 
- l e  c o e f f i c i e n t  de v a r i a t i o n  V 

Les c o e f f i c i e n t s  de v a r i a t i o n s  i n t r a sys t èmes ,  c 'es t -à-dire  ceux 

qu i  concernent l a  r é p é t i t i o n  du dosage d ' un  même é c h a n t i l l o n  en u t i l i s a n t  

l a  même hormone marquée e t  l e  même a n t i c o r p s ,  s e  s i t u e n t  e n t r e  1,3 e t  4 ,2  

p.  100 pour l e s  dosages concernant l e s  cobayes ; avec des  v a l e u r s  moyennes 

de 2 , 9  p. 100 pour l e  dosage d e  FSH e t  de 2 $65 p. 100 pour c e l u i  d e  LH, ce 

qu i  r ep ré sen t e  une t r è s  bonne r e p r o d u c t i b i l i t é .  



Pour l e s  dosages  de FSH e t  de  LH d e s  s i n g e s ,  c e s  c o e f f i c i e n t s  

s e  s i t u e n t  e n t r e  0,7 e t  4,8 p. 100 avec  d e s  v a l e u r s  moyennes d e  3 , 3  e t  

3 ,4  p. 100, r espec t ivement .  

Les c o e f f i c i e n t s  d e  v a r i a t i o n s  i n t e r s y s t è m e s  s o n t  ne t t ement  

p l u s  é l e v é s ,  pour  c e t t e  r a i s o n ,  tous  l e s  é c h a n t i l l o n s  concernen t  l a  même 

e x p é r i e n c e  e t  devan t  ê t r e  comparés les uns aux a u t r e s  s o n t  i n t r o d u i t s  dans 

un même dosage.  

4) S e n s i b i l i t é  : ----------- 
La s e n s i b i l i t é  des  dosages  s e r a  d é f i n i e  p a r  l a  p l u s  p e t i t e  quan- 

t i t é  d'hormone f r o i d e  pouvant i n d u i r e  une d iminu t ion  s t a t i s t i q u e m e n t  s i g n i -  

f i c a t i v e  du pourcen tage  d e  1 'hormone marquée f i x é e  aux a n t i c o r p s  (FELDMAN 

e t  ROBBARD 1971, MIDGLEY e t  c o l l .  1969). 

Le c a l c u l  s t a t i s t i q u e  pour  comparer deux s é r i e s  d e  mesures  A e t  

B e s t  e f f e c t u é  s u i v a n t  l a  méthode du t e s t  t de  Student-Fisher  avec  : 

n  + n  - 2 (nombre de  d e g r é s  d e  l i b e r t é )  A B 

La d iminu t ion  e s t  d i t e  " s i g n i f i c a t i v e "  s i  l a  p r o b a b i l i t é  pour 

que B s o i t  i d e n t i q u e  à A n ' e s t  pas  s u p é r i e u r e  à 5 p. 100 (P 4 0,05).  

L a  s e n s i b i l i t é  a i n s i  d é f i n i e  est d e  l ' o r d r e  de 0,95 ng de NIAMD 

r a t  FSH RPI pour l e  dosage de l a  FSH e t  de 0,22 ng de  NULMD r a t  LH RPI pour  

l e  dosage de l a  LH, dans  l e s  sys tèmes h é t é r o l o g u e s  u t i l i s é s  pour  l e s  

cobayes.  

Ces v a l e u r s  correspondent  à d e s  d iminu t ions  de  5 à 10 p.  100, 

s u i v a n t  l e s  dosages ,  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  à l ' a n t i c o r p s .  

La s e n s i b i l i t é  e s t  de l ' o r d r e  d e  0 , l  à 0 ,2  m U I  de  FSH e t  de 

0,05 à 0,2 m u 1  d e  LH, s u i v a n t  l e s  dosages ,  dans  l e s  sys tèmes homologues 

humains u t i l i s é s  pour  , l e s  s i n g e s  é c u r e u i l s .  



B - Obtent ion de systèmes permettant  l e s  dosages radio-immunologiques des  gonado- 

t rophines  de cobaye e t  de s inge  é c u r e u i l  

1 )  Dosage de l a  FSH ---- ----------- 
a) Système homologue Ge-rat-: - - - -  

L 'add i t i on  d ' e x t r a i t  acétonique hypophysaire de cobaye, même 

en quan t i  t é s  t r è s  é levées  (5 ug) , ou de s inge  ( j u squ ' à  200 vg) , ne pro- 

voque pas  de  décro issance  de l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  aux a n t i c o r p s ,  

L 'ant isérum a n t i  FSH de r a t  possède une a f f i n i t é  t r è s  grande 

pour l a  FSH marquée de r a t  e t  l e s  FSH de cobaye e t  de  s inge  contenues 

dans l e s  e x t r a i t s  t i s s u l a i r e s  ne provoquent pas de compéti t ion pour s e  

f i x e r  à ces  an t i co rps .  Ce système e s t  donc i n u t i l i s a b l e  pour l e  dosage 

de l a  FSH de cobaye ou de s inge .  

b)  - - - - - -  Systèmes hétCrol2g;eg - : 

a. comprenant de l a  FSH marquée de r a t  e t  des ant isérums a n t i  FSH ovine : 

système m i s  au p o i n t  pour l e  dosage de l a  FSH de r a t  pa r  HENDRICK e t  

c o l l .  1971. 

Deux antisérums a n t i  FSH ovine contenant des  a n t i c o r p s  capables 

de s e  l i e r  aux FSH de d i f f é r e n t s  mammifères on t  é t é  u t i l i s é s .  Un s e u l  

a  donné des  r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s  pour l e  dosage de l a  FSH de co- 

baye. L ' add i t i on  d ' e x t r a i t  acétonique hypophysaire de cobaye provoque 

a l o r s  une décro issance  de l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  aux an t i co rps  e t  l a  

courbe de décro issance  obtenue e s t  p a r a l l è l e  à c e l l e  obtenue par  ad- 

d i t i o n  d'hormone de r é f é r ence  de r a t  (Fig.  no 5 ,  p. 73) ; cec i  ind i -  

que que l a  r é a c t i o n  c ro i sée  e n t r e  l a  FSH de cobaye e t  l ' e x t r a i t  hypo- 

physa i re  e t  l a  FSH de r a t  e s t  complète. Les r é s u l t a t s  des dosages 

peuvent donc ê t r e  exprimés e n  u n i t é s  pondérales des  p répa ra t i ons  

s tandards .  L ' e x t r a i t  antéhypophysaire de cobayes âgés de 10 à 30  

jou r s  con t i en t  l e  p lus  souvent  l ' équ iva len t  de 10 pg de NIAMn r a t  FSH 

RP /mg. Chez c e r t a i n s  jeunes i l  e s t  pos s ib l e  de t rouver  une a c t i v i t é  
1 

immunologique a t t e i g n a n t  25 pg <le NIAMD r a t  FSH RP /mg. 

Les prépara t ions  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é e s  de FSH de cobaye 

(CFSH DE, e t  CFSH A ) on t  é t é  dosées dans ce système (Tableau V,p. 74) ; 3 



+-a NIAMO rat FSHRP, 
100 0 - 4  CFSH A)  

0-0 CFSH DEl 
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Figure no 5 : Déplacement de l a  RFSH* f i x é e  aux an t i co rps  a n t i  FSH ovine ,  par  

l a  RFSH non marquée e t  par  l e s  e x t r a i t s  antéhypophysaires de 

cobaye. Les f r a c t i o n s  r i c h e s  en  FSH de cobaye inh iben t  complètement 

l a  f i x a t i o n  de l a  RFSH* aux an t i co rps  a n t i  FSH ovine .  La f r a c t i o n  

LH n ' i nh ibe  c e t t e  r éac t ion  que pour des concent ra t ions  é levées .  
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e l l e s  diminuent l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  aux a n t i c o r p s  en p ré sen t an t  une 

courbe de décro issance  dont  l a  pente e s t  également i den t ique  à c e l l e  

de l a  courbe de r é f é r ence  de r a t  (F ig  no 5 ,  p. 73) ; l a  r a d i o a c t i v i t é  

r e s t a n t  f i x é e  q u e l l e  que s o i t  l a  quant i  t é  de p rodu i t  a jou t ée ,  a  l a  même 

va l eu r  que l a  r a d i o a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  de l a  courbe obtenue pa r  add i t i on  

de  FSH de r a t  non marquée. La r éac t ion  c ro i sée  e s t  donc complète. L'ac- 

t i v i t é  immunologique de ces  p répa ra t i ons  r e s t e  cependant i n f é r i e u r e  à 

c e l l e  de l'hormone de r c f é r ence  ; ces f r a c t i o n s  ne r é a g i s s e n t  pas 

(CFSH DE ) ou ne r é a g i s s e n t  qu 'à  des concent ra t ions  t r è s  é l evées  
1 

(CFSH A ) dans l e  système de dosage de LH ; l e  r a p p o r t  des  q u a n t i t é s  
3 

de CFSH A e n t r a î n a n t  une réduc t ion  de 50  p. 100 de l a  f i x a t i o n  de l a  
3 

LH marquée aux an t i co rps  a n t i  LH e t  de l a  FSH marquée aux an t i co rps  a n t i  

FSH e s t  de 10. 

Les courbes obtenues à p a r t i r  de d i l u t i o n s  de sérums de cobayes 

(mâles e t  femelles  irnpu1)ères e t  adu l t e s )  son t  p a r a l l è l e s  à c e l l e s  obte- 

nues à p a r t i r  des  e x t r a i t s  hypophysaires (Fig.  no 6 ,  p. 76). Il y  a  

donc ana logie  immunologique e n t r e  l a  FSH hypophysaire e t  l a  FSH sér ique  

du cobaye. 11 e s t  p o s s i b l e  de d é t e c t e r  4 ,3  ng de FSH/ml. 

Dans ce système, nous avons également obtenu une r é a c t i o n  immu- 

nologique c ro isée  complète avec un e x t r a i t  hypophysaire de canard 

(CROIX e t  c o l l .  1974). 

Mais, a l o r s  que l a  FSH humaine provoque également une compéti- 

t i o n , l e s  sous-uni tésa  de I'HCG humaine e t  f? de l a  FSH humaine n ' en t r a î -  

nen t  aucune i n h i b i t i o n  de l a  f i x a t i o n  de l a  FSH marquée de r a t  aux 

an t i co rps  a n t i  FSH ovine (F ig .  no 7,  p. 77). 

Aucune i n h i b i t i o n  n ' e s t  également obtenue pa r  l ' a d d i t i o n  d'ex- 

t r a i t s  préhypophysaires de s inge  (de 100 ng à 200 ug) .  La FSH sér ique  

de s inge ,  dont l e s  quelques s i t e s  pouvant r é a g i r  avec l ' an t i s é rum a n t i  

OFSH son t  probablement p l u s  acces s ib l e s  que ceux de  l a  FSH des e x t r a i t s  

t i s s u l a i r e s ,  p r é sen t e  une r é a c t i o n  c ro i sée  t r è s  p a r t i e l l e  ; a i n s i  l a  

d i  l u t i o n  d 'un é c h a n t i l l o n  de  sérum, q u i  d e v r a i t  provoquer une i n h i b i t i o n  

de 25 p. 100 de l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  aux a n t i c o r p s ,  ne provoque-t-elle 

qu'une i n h i b i t i o n  de 16 p. 100 de c e t t e  f i x a t i o n .  














































































































































































































































