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Summary. — Hypothalamus were dissected from suprachias-
matic area to mamillary. bodies in 50 days old male rats. These
fragments were subsequently removed.and incubated for 3 hours
at 37°C in Dulbecco Modified Eagle’s medium supplemented with
glucose and containing calcium (1.25 mM) and potassium (5.81
mM). Incubation medium was changed every 5 or 15 minutes
and immediately collected at 4°G for highly specific radioimmu-
noassay of GnRH using R 4_2 antiserum of Nett and Niswender.

In these conditions, mean = 1:SD release of immunoreactive
GnRH per 1 hour was 199: '+ 68 pg' (m = 4) and 135 =+ 38 pg

(n = 6) in medium collected every 5 and 15 minutes respectively.
Furthermore GnRH release was found to be episodic, 3 to 5
peaks being observed during a period of 2 hours. It is concluded
that, following deafferentation and isolation in wvitro, mature - °
hypothalamus remains capable of releasing GnRH in a spon-
taneous periodic manner, suggesting that: this particular feature

of neuroendocrine maturation can be mltlated in the hypothala-
mus itself.

Résumé. — Des hypothalamus entiers ont été rapidement dissé-
qués depuis la région suprachiasmique jusqu’aux. corps mamil-
laires, chez des rats mailes Agés de 50 jours. Les fragments préle-
vés ont été incubés pendant 3 heures a4 37°C dans un milieu (Dul-
becco modified Eagle’s medium) enrichi en glucose et contenant
du calcium (1,25 mM) et du potassium (5,81 mM). Le milieu d’in-
cubation a été renouvelé toutes les 5 & 15 minutes et immédiate-

« ment réparti & 4°C pour le dosage radio-immunologique haute-
.ment spécifique de GnRH 4 I’aide de Pantisérum R 42 de Nett
et Niswender. Dans ces conditions, 1a libération horaire moyenne
de GnRH =+ 1 DS est de 199 + 68 pg (n = 4) et 135 + 38 pg
(n = 6) selon que le milieu est renouvelé toutes les 5 et 15
minutes respectivement. De plus, cette libération est intermit-

_ tente et 3 4 5 pics sont observés en ’espace de deux heures. Cette
expérience suggére que I’hypothalamus mature déafférentié et . i
isolé in vitro est spontanément capable d’une libération pério- - ::
dique de GnRH, et posséde ainsi per se cette caracterlsthue fonc- .},
tionnelle de maturation neuro-endocrinienne. . A Sty

(*) Avec ’assistance 'te'chi‘lique de A. Gérard. il
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Chez diverses espéces animales comme chez I’'Homme, il a été dé-
montré que la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires, et parti-
culiérement celle de ’hormone lutéinisante (LH), s’effectue suivant un
mode pulsatile a4 partir de la puberté (1). Ainsi, chez le Rat mature,
normal ou castré, la LH plasmatique présente un pic survenant envi-
ron toutes les 30 minutes (2). De plus, on a observé que la sécrétion de
GnRH mesurée au niveau de la circulation porte-hypophysaire chez le
Singe (3), et au sein de I'hypothalamus médio-basal chez le Rat (4),
s’effectuait selon un mode pulsatile.

Enfin, de récentes expérimentations ont souligné importance fonc-
tionnelle du caractére pulsatile de la sécrétion de GnRH, notamment
-chez le Singe et le Rat (5 & 8). Chez ce dernier, Nansel et Trent (8)
ont montré qu’une administration continue ou pulsatile horaire ‘de
GnRH ne permettait pas d’observer 1’action inhibitrice de la dihydro-
testostérone (DHT) sur I’hypophyse du rat méle castré, alors que I'in-
jection de GnRH avec une périodicité physiologique semi-horaire per-
mettait le rétro-contrdle négatif des gonadotrophines par la DHT. chez
le méme animal. Etant donné Vimportance du caractére pulsatile de la
libération de GnRH. hypothalamique dans le déterminisme de la ré-
ponse hypophysaire gonadotrope, divers auteurs se sont attaché a étu-
dier son mécanisme par des -expériences de déafférentiation hypotha-
lamique 4 divers niveaux in vivo. Notamment, Soper et Weick (9) ont
montré que la déafférentiation hypothalamique compléte, chez des
rattes ovariectomisées, n’affectait pas le caractére pulsatile de 1a libé-
ration de I.H, sauf si la section lésait le noyau arqué. Nous avons
entrepris d’étudier la libération du GnRH par I’hypothalamus du Rat,
in vitro, dans le but de déterminer si, dans ces conditions, cette sécré-
tion gardait un caractére pulsatile ou périodique. ‘

Matériel et Méthodes. — 1. ISOLEMENT ET CULTURE D’HYPOTHALAMUS.
— Aprés décapitation de rats méales pubéres 4gés de 50 a 60 jours, I’hy-
pothalamus est prélevé rapidement en effectuant une section sagittale
au niveau des sillons latéraux, une section transversale au niveau du
chiasma et du bord postérieur des corps mamillaires et, enfin, une sec-
tion frontale 4 une profondeur de 2 mm environ. L’hypothalamus ainsi
isolé de la région suprachiasmatique jusqu’aux corps mamillaires a un
poids voisin de 25 mg. Les hypothalamus sont immédiatement plongés
dans le milieu de culture, 4 savoir le DMEM (Dulbecco modified Eagle’s
medium) contenant notamment du calcium (1,25 mM), du potassium
(5,81 mM) et enrichi en glucose. Par la suite, les hypothalamus sont
incubés dans ce milieu 4 37°C dans une atmosphére air/CO, (95 %/

5 % V/V) saturée d’humidité. Aprés une période de 15 minutes per-
- mettant d’équilibrer hypothalamus aux conditions ambiantes, le mi- _
lieu d’incubation est renouvelé et la libération de GnRH est alors étu-
diée pendant 3 heures. ’

Dans une premiére expérience, chaque hypothalamus est mis a in-
cuber dans un tube de polypropyléne contenant 0,5 ml de milieu. Les
tubes sont maintenus pendant 12 minutes dans I'incubatéur. Ils en sont
alors retirés pendant 3 minutes afin de prélever le milieu d’incubation
et de le remplacer par du milieu neuf porté auparavant 4 37°C. Lors
d’une seconde expérience, 4 hypothalamus mis 4 incuber chacun dans



SEANCE DU 28 FEVRIER 1981. 3¢1

une chambre de périfusion constituée d’une seringue en polypropyle-
ne dans laquelle Phypothalamus est retenu par un treillis en scter
inoxydable. Cette chambre permet de soustraire et d’ajouter du milieu
de perfusion sans retirer ’hypothalamus de Yincubateur (fig. 1). Dans
ces conditions, le milieu (0,5 ml) est renouvelé toutes les 5 minutes et
recueilli dans des tubes refroidis dans la glace. Deux aliquots de
0,2 ml sont immédiatement répartis pour le dosage radio-immunologi-
que de GnRH et congelés.

22z :

Fic. 1.

Hlustration schématique des chambres de périfusion : le milieu de culture,
porté a 37°C, est injecté dans un cathéter pénétrant dans incubateur jusqu’a
la chambre de périfusion dans laquelle ’hypothalamus repose sur un treil-
lis Q’acier inoxydable. Par la suite, le milieu est soustrait par déclampage du
cathéter quittant ’incubateur, et recucilli dans des tubes refroidis a 4°C.

9. DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DE GnRH. — Le dosage radioimmu-
nologique de GnRH est réalisé selon une méthode décrite précédem-
ment (10 4 12) a Paide de Pantisérum R 42 aimablement fourni par les
Docteurs Nett et Niswender (13). Cet antisérum, hautement spécifique
du décapeptide, est utilisé 4 une dilution finale de 1/100 000. La sépa-
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ration de la radioactivité liée i I’antisérum est obtenue ‘par addition
d’immunosorbant (anticorps anti-IgG de Lapin couplés par méthode
chimique & un support de cellulose) (14), agitation 4 température am-
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Fic. 2.

. }L_ib_ération de GnRH par I’hypothalamus dans le milieu de culture reqﬁeilli
toutes les 15 minutes (partie supérieure) ou 5 minutes (partie inféricure) au
‘cours d’une période dé-150 minutes.
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biante pendant 90 minutes et centrifugation. Les diverses concentra-
tions de décapeptide synthétique (LH-RH, Hoechst A.G.) de la courbe
de référence sont préparées dans le milieu de culture tandis que le tra-
ceur et Pantisérum sont dilués dans le tampon du dosage (phosphate
0,05 M pH 7,5 enrichi de 1 g/1 de gélatine). La limite de sensibilité du
dosage se situe a 4 pg par tube, soit 4 10 pg par hypothalamus par in-
tervalle de temps étudié. '

Résultats. — La figure 2 représente les quantités de GnRH libérées
par hypothalamus durant chaque période consécutive de 15 minutes
(partie supérieure) ou 5 minutes (partie inférieure), pendant 150 mi-
nutes. Lorsque le milieu est renouvelé toutes les 15 minutes, trois pics
successifs de libération sont observés en l’espace de 2 heures. L’inter-
valle de temps moyen (= 1 DS) entre deux pics est de 54 = 10 minutes
(n = 12) et la libération horaire moyenne (= 1 DS) de GnRH atteint
135 = 38 pg. ¢

Lorsque le milieu est renouvelé toutes les 5 minutes, il apparait qu'a
3 a 5 reprises durant Pobservation, la quantité de GnRH. libérée aug-
mente brusquement et diminue entre-temps 4 des valeurs inférieures
4 la limite de sensibilité du dosage. Dans ce cas, Pintervalle moyen
(= 1 DS) entre les pics est de 33 = 12 minutes (n = 13) et la libération

horaire moyenne (=1 DS) de GnRH est de 199 = 18 pg.

Discussion. — Le présent travail démontre. le caractére spontané-
ment intermittent de la libération de GnRH par I'hypothalamus-isolé
in vitro. Plusieurs différences apparaissent selon que la libération dans
le milieu est étudiée durant des périodes de 15 ou 5 minutes. Lorsque
les prélévements sont plus espacés, les pics de libération sont moins
marqués 'de méme que la diminution de la libération entre ceux-ci. 11
est possible qu’en 'espace de 15 minutes, les augmentations et diminu-
tions de la libération de GnRH soient cumulées, étant donné la demi-
vie courte du peptide, voisine de 5 minutes (15).

Par ailleurs, la quantité moyenne libérée estimée par quatre prélé-
vements/heure, est inférieure de 32 % a celle estimée par 12 préléve-
ments/heure. Cette différence peut correspondre a4 un écart entre les
quantités de GnRH réellement libérées ou encore & une dégradation de
GnRH par les endopeptidases hypothalamiques, ce phénomeéne s’ac-
croissant avec le temps (16). Une troisi¢me différence réside en lespa-
ce de temps séparant les pics de libération de GnRH, cet intervalle
étant en moyenne de 33 4 .54 minutes selon que le milieu est renouvelé
toutes les 5 et 15 minutes. Il faut cependant souligner que, dans le der-
nier cas, les hypothalamus ont été retirés de lincubateur pendant
3 minutes et replacés a 37°C pendant 12 minutes. Cette manipulation
a pu ralentir le métabolisme du tissu et, par conséquent, allonger la
période séparant deux pics de libération. Par ailleurs, d’autres auteurs
ont souligné linfluence de la température sur la libération de GnRH
par Phypothalamus isolé (17). 2 & ’

Plusieurs auteurs ont étudié in vitro la libératioﬁ de GnRH par des
fragments d’hypothalamus du Rat et, notamment, ’éminence rhédiane.
Hormis ’étude de Ramirez et coll. (17), ces expérimentations ont géné-

ralement porté sur un temps de- 30 minutes c¢’est-a-dire beaucoup plus
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court que dans notre étude (18 a 20). De plus, tous ces travaux rappor-
tent des résultats obtenus avec divers fragments hypothalamiques a sa-
voir I’hypothalamus médiobasal, I’éminence médiane et l’organum
vasculosum de la lame terminale. Etant donné que les périodes étu-
di¢es par ces auteurs étaient de courte durée (30 minutes) avec des
prélévements étagés toutes les 10 minutes, il n’est pas possible de con-
clure quant au mode pulsatile ou non de libération de GnRH par les di-
vers fragments hypothalamiques.

Des études complémentaires sont donc nécessaires, d’une part, afin
de préciser si le phénoméne rapporté ici persiste lorsque des frag-
ments hypothalamiques particuliers sont étudiés, et, d’autre part, pour
déterminer plus finement la fréquence avec laquelle la libération de
GnRH survient. Quoi qu’il en soit, ces observations incitent 4 considé-
rer avec prudence le modéle expérimental que constitue I’hypothala-
mus in vitro lorsqu’on étudie les variations de la libération de GnRH
induites par diverses substances ou divers stimulus.

Malgré I'absence d’hormones hypophysaires ou gonadiques assurée
par ces études in vitro, plusieurs difficultés sont rencontrées dans ce
modéle expérimental complexe : en effet, ’hypothalamus prélevé con-
tient certains éléments cellulaires incomplets a savoir les axones
de certains neurones peptidergiques dont les périkaryons ne sont que
partiellement et difficilement localisés (21). De plus, des neurotrans-
metteurs labiles et d’autres médiateurs tels que les protaglandines
modulent de maniére variable la GnRH contenue et libérée dans les
diverses régions hypothalamiques intéressées (17 2 20, 22 a 25).
Enfin, au dela de ces facteurs anatomiques et biochimiques, probable-
ment impliqués dans la régulation de la sécrétion de GnRH, Iim-
portance de facteurs non spécifiques tels que la concentration loca-
le en calcium et en potassium a été démontrée (4, 17, 19, 24, 26). De
toute maniére, les variations observées dans cette étude surviennent en
Pabsence de toute modification du milien de culture au cours de I’ex-
périence et suggérent ainsi le caractére intrinséque du mécanisme in-
duisant la libération pulsatile de GnRH, en I'absence d’afférences. ex-
trahypothalamiques.

Cette observation peut étre comparée & celle faite in vivo apreés déaf-
férentiation de hypothalamus. Il ressort que la déafférentiation anté-
rieure située entre le chiasma et le noyau arqué ou la liaison de:la ré-
gion préoptique diminue la quantité de GnRH contenue au -niveau de
Phypothalamus médiobasal (21, 27 a 31) et la sécrétion des gonadotro-
phines notamment en réponse a la castration chez le Rat (28). Cepen-
dant, le caractére pulsatile de la sécrétion de LH est irréguliérement
ou pas affecté par semblable lésion, pour autant que lintégrité du
' noyau arqué soit respectée (8, 32 & 34). La pulsatilité ne semble donc
pas soumise au contréle stimulant obligatoire de la région hypothala-
mique antérieure. Au contraire, une inhibition de la LH et de sa pulsa-
tilité a été observée aprés stimulation du noyau suprachiasmatique ou
de la région préoptique (35, 36). En revanche, cefte région semble né-
cessaire au maintien d’une sécrétion cyclique des gonadotrophines
chez le Rat et, par 13, a induction de Yovulation (30, 37 4 39).

Un dernier élément d’intérét potentiel du modéle expérimental étu-
di¢ est Pinvestigation de la maturation hypothalamique en fonction de
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I’Age '; en effet, les mécanismes neuro-endocriniens semblent détermi-
nants dans ’induction de la puberté (7). Une des expressions biologi-
ques de cette maturation est Papparition d’une sécrétion pulsatile de
LH probablement déterminée par un mode similaire de libération de
GnRH. L’étude de ce phénoméne in vitro peut constituer une approche
dans la compréhension des mécanismes induisant la maturation
sexuelle (*). .
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