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METHODES ALTERNATIVES: DE‘VELOPPEMENT
ET UTILISATION DE DEUX MODELES <IN VITRO)
POUR DES ETUDES ENDOCRINIENNES

G.E.BESTETTI, C.E.BOUJON, D. K. TONTIS, U. FORSTER, S. GRIMM, G.L.ROSSI

RESUME

Les études endocriniennes sont souvent effectuées en
utilisant plusieurs groupes d’animaux: un premier
groupe pour des dosages quantitatifs d’hormone tissu-
laire et plasmatique sous conditions basales, un deuxiée-
me groupe pour les mémes mesures apres traitement
«in vivo» des animaux (stimulation ou inhibition endo-
crinienne) et deux groupes supplémentaires pour les
études morphologiques correspondantes. Dans le cadre
du traitement «in vivo», des interventions chirurgicales
sont trés souvent nécessaires. En outre, les résultats
provenant des différents groupes doivent étre extrapo-
1és pour obtenir une interprétation unitaire de ’expé-
rience.

Pour éliminer ces inconvénients, nous avons développé
deux modéles «in vitro» qui permettent d’étudier sur
des tissus piovenant d’un méme animal: 1. le fonction-
nement et la structure de ’hypothalamus et 2. le fonc-
tionnement et la morphologie de cellules hypophysaires
isolées. Grace a une combinaison rationnelle des inves-
tigations biochimiques, morphologiques et densitomé-
triques sur plusieurs tissus provenant d’'un méme ani-
mal, nos deux modeéles permettent de réduire forte-
ment le nombre d’animaux nécessaires pour une étude
endocrinienne. En outre les expériences «in vivo» sont
remplacées par des expériences «in vitro», les métho-
des d’investigation sont raffinées et une extrapolation
des résultats entre les groupes peut étre évitée.

MOTS-CLES: méthodes alternatives — modé-

les «in vitro> — endocrinologie — hypothala-
mus — hypophyse

INTRODUCTION

ALTERNATIVE METHODES: DEVELOP-
MENT AND USE OF TWO “IN VITRO” MO-
DELS FORENDOCRINOLOGICAL STUDIES

Most endocrinological studies are normally performed
on several animal groups: one group for the determina-
tion of hormonal levels in tissues and plasma under bas-
al conditions, a second group for the same determina-
tions after “in vivo” treatment of the animals (stimula-
tion or inhibition of the endocrine activities) and two
additional groups for morphological investigations.
Surgical approaches belong not rarely to the “in vivo”
treatment of the animals. Moreover, the results from
the different animal groups have to be extrapolated.
In order to overcome these drawbacks, we have develop-
ed two “in vitro” models by means of which we can
study on the tissues from the same animal: 1. function
and structure of the hypothalamus and 2. function and
structure of isolated pituitary cells.

By using these models we can considerably reduce the
number of animals needed for the studies, replace the
“in vivo” by the “in vitro” experiments and refine the
methods avoiding, among others, the extrapolation of
results.

KEY WORDS: alternative methods — “in vitro”
models — endocrinology — hypothalamus — pi-
tuitary gland

que la majorité des études endocriniennes ont une grande
importance dans les recherches fondamentales et appli-
quées effectuées dans les universités et 'industrie.

Le systéme endocrinien est un centre de contrdle impor-
tant du métabolisme intermédiaire. C’est pour cette raison
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Ces études se déroulent souvent d’aprés un schéma com-
plexe, qui fait intervenir: a) des mesures quantitatives de
I’hormone dans le tissu et le plasma (par test radioimmuno-
logique ou par méthode immunoenzymatique) pour un
groupe d’animaux, en conditions basales, b) ces mémes
mesures dans un second groupe d’animaux apreés un traite-
ment «in vivo» (stimulation et/ou inhibition de la sécre-
tion hormonale), et c¢) des investigations morphologiques
(microscopie photonique et électronique conventionelle et
immunohistochimique, morphométrie, stéréologie) sur les
tissus de deux groupes supplémentaires, I’'un en conditions
basales, I’autre aprés traitement «in vivo».

Par conséquent, ’interprétation correcte d’une grande par-
tie des expériences endocriniennes a souvent nécessité: a)
un grand nombre d’animaux (4 groupes), et b) des expé-
riences «in vivo» qui comprennent souvent des interven-
tions chirurgicales. En outre, les résultats doivent étre ex-
trapolés entre les groupes, afin d’obtenir une interpréta-
tion unitaire de ’expérience.

Pour éliminer ces handicaps, nous avons développé deux
modéles «in vitro» en employant du tissu hypothalamique
et hypophysaire comme base de travail, car ces tissus endo-
criniens sont importants et de nature complexe. Notre pre-
mier modéle permet des investigations fonctionnelles et
morphologiques sur I’hypothalamus médiobasal (MBH),
le second rend possible des études fonctionnelles et mor-
phologiques sur des cellules isolées de la glande hypophy-
saire du méme animal.

Ces modeles permettent des études reproductibles «in vi-
tro» sur de faible quantité de tissu, ainsi qu’une combinai-
son des aspects morphologiques et fonctionnels.

Le but de ces méthodes est de réduire le nombre d’ani-
maux utilisés, de remplacer des expériences «in vivo» par
des études «in vitro» et de raffiner la technique en évitant
I’extrapolation des résultats.

UTILISATION DES MODELES DEVELOPPES

Notre premier modéle «in vitro» permet I’étude des as-
pects fonctionnels et morphologiques sur un méme MBH
(Boujon et al., 1987; Bestetti et al., 1987a). Ainsi, I’hypotha-
lamus est étudié dans des conditions basales ou de stimula-
tion et les sécrétions hormonales du MBH peuvent étre do-
sées dans le milieu d’incubation. A la fin du traitement «in
vitro» le MBH est fixé et préparé pour des investigations
conventionnelles et immunohistochimiques en microsco-
pie photonique et électronique. La bonne préservation du
tissu permet toutes sortes d’investigations morphologiques
qualitatives et quantitatives.
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Notre deuxiéme modeéle permet de combiner des études
structurales et fonctionnelles sur les mémes cellules hy-
pophysaires isolées. Il est basé sur le «reverse haemolytic
plaque assay» (Smith et al., 1986) avec modifications per-
sonnelles (Rossi et al., 1987; Rossi et al., 1988).

METHODOLOGIE

Des rats males Sprague-Dawley 4gés de 3 mois sont utilisés
comme donneurs de tissus. Ils sont maintenus dans des
conditions d’environnement et de di¢te standard.

Suite 4 une 1égére narcose par inhalation d’halothane (May
et Baker LTD., Dagenham, England; I’animal est exposé a
une faible concentration d’halothane environ pendant 15
secondes), les rats sont tués par décapitation et le sang est
récolté pour des déterminations ultérieures des niveaux
plasmatiques d’hormones; la boite cranienne est ouverte,
le cerveau et ’hypophyse sont rapidement isolés et le
MBH est disséqué a I’aide de ciseaux fins pour chirurgie de
I’iris.

Modéle pour I'étude <in vitro» du MBH

L’échantillon de tissu prélevé est limité antérieurement par
le chiasma optique, postérieurement par les corps mamil-
laires et latéralement par les artéres carotides internes
(Fig.1, a—c). Sa forme est lenticulaire et son épaisseur
maximale ne doit pas dépasser 1 mm. Léchantillon con-
tient I’éminence médiane, la moitié ventrale du noyau ar-
qué et la partie basale du noyau ventromédial.

Apres dissection, le tissu est immédiatement placé dans le
systeme d’incubation qui contient un milieu «basal» ou de
«stimulation». Le temps entre la décapitation et 'immer-
sion du MBH est inférieur a4 3 min. La quantité de neuro-
peptides (p. e. LHRH, TRH) relachée par le tissu est déter-
minée par dosages radioimmunologiques (Boujon et al.,
1987; Bestetti et al., 1987a). A la fin de ’incubation, le tissu
est fixé, coupé, puis enrobé dans de la résine de «Spurr» a
faible viscosité et des coupes semi-fines et fines sont con-
fectionnées. Des études morphométriques en microscopie
photonique, ultrastructurales en microscopie électronique
et densitométriques en immunohistochimie (p.e. pour
LHRH, TRH) permettent d’établir une relation directe en-
tre le comportement fonctionnel et I’aspect morphologi-
que d’un méme échantillon hypothalamique.

1. Détails du systeme d’incubation (Fig.2)

Une bonbonne contenant 95% O, et 5% CO, est connectée a
deux débimetres-régulateurs massiques (Modéle 5850 TR,
Brooks Instrument B. V., Veenendaal, Hollande) couplés a



METHODES ALTERNATIVES POUR DES ETUDES ENDOCRINIENNES

e o - .
Fig.1: Isolation de I’hypothalamus. a Vue ventrale du
cerveau montrant les limites de 1’échantillon prélevé. b
Vue ventrale de I’échantillon. ¢ Vue dorsale de I’échantil-
lon. d Représentation schématique tridimensionelle de la
coupe du morceau hypothalamique. e, f Coupes semi-fi-
nes. e Moitié gauche non postfixée, anti-LHRH, méthode a
la phosphatase alcaline. f Moitié droite postfixée, colora-
tion au bleu de toluidine. x53 (de Neuroendocrinology 45:
311-317, 1987).

un indicateur de flux (Modéle 5876, Brooks Instrument
B.V, Veenendaal, Hollande) qui délivrent chacun 4 ml de
gaz/min dans un tuyau vinyle relié a une bouteille d’humi-
dification.

Un capillaire en silicone (diamétre interne: 0,76 mm, Silas-
tic, Dow Corning Co., Midland, Mich., U.S.A.) sort de cha-
que bouteille et délivre 4 ml de gaz/min dans chacune des
deux chambres d’incubation. Aprés mélange avec le mi-
lieu, le gaz quitte les éprouvettes par deux trongons d’ai-
guilles fixés dans leur couvercle.

Fig.2: Représentation schématique du systéme d’incu-
bation. Bonbonne et réducteur de pression (A). Débime-
tre-régulateur massique (B). Indicateur de flux (C). Bou-
teilles d’humidification (D). Capillaires d’amenée du gaz
aux éprouvettes (E). Chambre d’incubation (Fl) et cham-
bre contenant le milieu de réserve (F). Hypothalamus (G).
Aiguilles d’évacuation du gaz (H). Capillaires et seringues
(I, 1, K, L). Incubateur (M). Thermostat (N). Vue en plan de
la position des aiguilles dans les bouchons des éprouvettes

(0).

Nous utilisons une chambre d’incubation et une chambre
de réserve constituées chacune d’une éprouvette de 2 ml
en polystyréne (Milian Instrument S.A., Genéve, Suisse)
fermée par un bouchon étanche en polyéthyléne. Ce der-
nier est transpercé par des segments d’aiguilles hypoder-
miques (Luer 0,9 X 40 mm), fixés par une colle a base de cya-
noacrylate. Il y a cinq aiguilles dans I’éprouvette d’incubation
et quatre aiguilles dans celle contenant le milieu de réserve.
Dans chaque chambre, deux segments d’aiguille dépassent
de 5 mm la surface inférieure du bouchon, alors que les autres
touchent le fond de la chambre. Les deux éprouvettes sont
emboitées dans un support en verre acrylique, placé dans un
bain-marie a 37 °C, sous agitation a 140 mouvements/min.
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Chaque éprouvette contient 0,4 ml de milieu de «Locke».
Le milieu basal est composé de 2 mM HEPES (N-2-hy-
droxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, Merck,
Darmstadt, Allemagne), 154 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 1 mM
MgCl,, 6 mM Na HCO,, 10 mM glucose, 1,25 mM CaCl,
(Drouva et al., 1981), 2 X 10°mM de bacitracine (Sigma,
St. Louis, Mo., U.S.A.; McKelvyet al., 1976; Rotsztejn et al.,
1976). La bacitracine inhibe I’activité des protéases endo-
geénes.

Dans le milieu de «stimulation», la concentration de KCl
estaugmentée a 61,6 mM et celle de NaCl réduite 4 98 mM.
Différentes seringues permettent de prélever le milieu de
la chambre d’incubation et de la substituer par celui de la
chambre de réserve aprés chaque période expérimentale.
Le milieu prélevé est congelé a -70°C dans un tube en
polystyréne. Tous les tubes et éprouvettes ont été prétrai-
tés dans une solution eau distillée-Tween 20 0,05%, puis
rincés plusieurs fois a I’eau distillée.

2. Incubation de I’hypothalamus

Un pH de 7,10£0,03 et une température de 37 °C sont at-
teints S minutes aprés I'immersion de la chambre dans I’in-
cubateur si un milieu de 0,4 ml est soumis a un flux gazeux
de 4 ml/min. Chaque échantillon d’hypothalamus est lavé
pendant 10 min, préincubé pendant 20 min, puis incubé
pendant 20 min dans le milieu «basal» ou de «stimulation».
A la fin de I'incubation, le tissu est fixé dans une solution mo-
difiée de Karnowsky (Rossi et al., 1983).

3. Microscopie photonique conventionnelle et immunohisto-
chimique

Léchantillon hypothalamique est orienté sous un stéréo-
microscope (5X) et coupé en cinq sections transversales
entre le niveau II et VI (Fig.1, d; Rossi et al., 1983).

Les tranches 2 a 4 sont coupées en deux moitiés, celle de
droite étant postfixée dans OsO, 2%, celle de gauche, ainsi
que les coupes 1 et 5 n’étant pas postfixées.

Tous les échantillons sont enrobés dans de la résine de
«Spurr» a faible viscosité (Rossi et al., 1983).

Des coupes semi-fines sont confectionnées a partir des tis-
sus postfixés et colorées au bleu de toluidine. Des coupes
semi-fines des tissus non-osmifiés sont utilisées pour I’im-
munohistochimie (Fig. 1, e—f).

LHRH, SRIF et TRH sont mises en évidence dans les cou-
pes semi-fines par la technique PAP ou une méthode indi-
recte 4 la phosphatase alcaline. La résine de «Spurr» est en-
levée des coupes, comme décrit précédemment (Rossi et
al., 1983). La peroxidase endogene est inhibée par immer-
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sion dans H,0,/alcool méthylique 1:10, 1a phosphatase est
inhibée dans de I’acide acétique glacial 15%. Les colora-
tions PAP ou a la phosphatase alcaline sont ensuite effec-
tuées en utilisant des séras de lapin: antiLHRH 1:400 (Bio-
Yeda Ltd., Rehovot, Israel), antiSRIF humain 1:200 (Dako
Corporation, Santa Barbara, Calif., USA), antiTRH 1:200
(Dr. C. Oliver, Université d’Aix-Marseille, France), ainsi
qu’un sérum porcin antilapin 1:20 et un complexe PAP de
lapin 1:100 (Miles-Yeda LTD., Rehovot, Israel) ou un anti-
lapin conjugué a la phosphatase alcaline 1:100 (Sigma,
St. Louis, MO, USA), de la diaminobenzidine (méthode
PAP) ou du «fast red TR salt» et un sel disodique de naphtol
AS-MX-phosphate (Sigma, St. Louis, Mo., U.S.A) (métho-
de a la phosphatase alcaline).

Les coupes sont finalement rincées dans une solution sali-
ne tamponnée au phosphate et contenant 0,5% de Tween
20.

4. Microscopie électronique conventionnelle et immunohisto-
chimique

Des coupes fines sont confectionnées a partir des tissus
postfixés et elles sont contrastées a ’acétate d’uranyle et au
citrate de plomb. Des photos de ’éminence médiane sont
effectuées aI’aide d’un microscope électronique Zeiss 902/
PC. Pour des études immunohistochimiques, des coupes
fines (60 nm) de tissus non osmifiés sont utilisées.
LHRH est mise en évidence en utilisant ’antisérum pri-
maire déja mentionné et un antisérum ovin antilapin, con-
jugué a des particules d’or colloidal (diamétre: 15 nm), di-
lué 1:40 (Janssen Life Science Products, Beerse, Belgique).
Lintensité des réactions immunohistochimiques peut étre
mesurée sur les coupes semi-fines et fines par densitomé-
trie grace au systéme d’analyse automatique d’image (Da-
talab, Thoerigen, Suisse). Ce systéme permet d’analyser
I’intensité de la réaction immunohistochimique en la dé-
composant en 127 degrés de gris. A chaque degré corre-
spond une certaine intensité de réaction.

5. Investigations entreprises

Pour chaque MBH incubé, les études suivantes ont été ef-
fectuées:

a) Déterminations biochimiques dans les milieux récoltés
a la fin de chaque période de préincubation et d’incuba-
tion. Le contenu en neuropeptide du milieu (p.e. LHRH,
TRH) est déterminé par dosage radio-immunologique en
utilisant les mémes antiséras que ceux employés pour les
investigations immunohistochimiques (Boujon et al., 1987;
Bestetti et al., 1987a).
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Lors de la derniére incubation de 20 min dans un milieu de
stimulation (dépolarisation induite par K*), la relache de
LHRH s’accroit d’environ 300% (Boujon et al., 1987; Bestet-
ti et al., 1987a).

b) Histologie (postfixation, coupes semi-fines, coloration
au bleu de toluidine) pour juger de I’état de préservation du
tissu incubé et avoir une vue d’ensemble de la région consi-
dérée (Fig. 3).

Microscopie photonique. Région de I’éminence
médiane et du noyau arqué. a Tissu postfixé, coupe semi-fi-
ne, coloration au bleu de toluidine. x210 (de Neuroendocri-
nology 45: 311-317, 1987).

Fig. 3:

¢) Morphométrie (postfixation, coupes semi-fines, colora-
tion au bleu de toluidine) pour étudier la taille des neuro-
nes et des axones hypothalamiques. La stimulation ioni-
que du MBH provoque une dilatation des axones a LHRH,
consécutive a ’augmentation des exocytoses associées a la
dépolarisation membranaire (Fig.4). Par conséquent,
I’évaluation quantitative de cette dilatation nous indique
Iintensité des phénomeénes d’exocytose qui ont eu lieu
(Zamora et al., 1983).

d) Microscopie électronique (postfixation, coupes fines,
photographies de I’éminence médiane) pour juger de 1’état
de préservation du tissu incubé et analyser les phénoménes
d’exocytose au niveau ultrastructural (Fig. 5, a—b). Sur les
photographies, les granules neurosécrétoires peuvent étre
comptés dans les sections transverses des axones, ainsi que
les granules en contact avec la membrane axonale qui re-
flétent un phénoméne d’exocytose (Stoeckart et al., 1972;
Rossietal., 1983; Zamora et al., 1983). Ce dernier est inten-
sifié lors de I’incubation du MBH dans un milieu de «sti-
mulation» (Zamora et al., 1983; Boujon et al., 1987).

Fig.4: Représentation schématique des phénoménes
d’exocytoses induits par dépolarisation 4 K* et de la dilata-
tion axonale qui en résulte. Le schéma montre des axo-
nes remplis de granules neurosécrétoires. La dépolarisa-
tion a K* provoque un déplacement des granules, leur fu-
sion avec la membrane de ’axone et lalibération du neuro-
peptide qu’ils contiennent (disque noir). Lincorporation
des membranes des granules a celle de ’axone conduit a
une dilatation de ce dernier (Zamora et al., 1983).

T ol ;Q'

. i 3 S % Kb
Microscopie électronique. a Neurone du noyau ar-
qué. x8360. b Neuropile dans I’éminence médiane avec des
axones contenant des vésicules et des granules. x27 060. ¢
Granules intraaxonal antiLHRH positifs, méthode a ’or
colloidal. x27 060 (de Neuroendocrinology 45: 311-317,
1987).

Fig. 5:

e) Immunohistochimie (sans postfixation, coupes semi-fi-
nes et fines) afin de démontrer la présence des neuropepti-
des dans le MBH (p.e. LHRH, TRH, SRIF) (Fig. 6, a—c;
Fig. 5, ¢), de définir leur localisation, et d’avoir des prépara-
tions de base pour les investigations morphométriques,
stéréologiques et densitométriques.
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Fig.6: Microscopie photonique. Région de I’éminence
meédiane. a—c Tissu non postfixé, coupes semi-fines, a An-
tiLHRH, méthode a la phosphatase alcaline. b AntiSRIE
méthode PAP. ¢ AntiTRH, méthode a la phosphatase alca-
line. V = ventricule III. x210 (de Neuroendocrinology 45:
311-317, 1987).

f) Densitométrie (préparations immunohistochimiques;
Diasys, Datalab, Thoerigen, Suisse) pour déterminer le
contenu relatif en neuropeptides dans les cellules hypotha-

lamiques et dans leurs granules sécrétoires (Bestetti et al.,
1989).
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Modeéle pour I’étude <in vitro) de cellules hy-
pophysaires isolées

L’adénohypophyse est sé€parée de la neurohypophyse, puis
traitée a la trypsine, afin d’isoler les cellules hypophysaires
qui sont ensuite placées dans une chambre d’incubation
sur un «monolayer» d’érythrocytes. Leur activité sécrétoi-
re (LH, FSH et TSH) est étudiée a ’aide d’un «reverse he-
molytic plaque assay» (RHPA) suivant la technique de
Smith et al. (1986), que nous avons personnellement modi-
fiée (Rossiet al., 1987; Rossi et al.,1988). Ce test exploite le
phénoméne d’une hémolyse inverse, c’est-a-dire qu’un an-
tigene provoque I’hémolyse d’érythrocytes couplés a des
anticorps correspondants (dans I’«<hemolytic plaque assay»
originel, ¢’est I’anticorps qui provoque ’hémolyse d’éryth-
rocytes couplés a des antigénes (Molinaro et al., 1981)). A la
fin du traitement «in vitro», des études morphométriques
en microscopie photonique sont entreprises sur des prépa-
rations natives, ou fixées et marquées immunohistochimi-
quement (pour LH, FSH et TSH). Cette technique permet
d’obtenir des informations sur la capacité sécrétoire et sur
la morphologie des cellules gonadotropes ou thyréotropes
isolées, c’est-a-dire séparées de leur contexte histologique
hypophysaire, évitant ainsi une éventuelle stimulation par
d’autres cellules de ’hypophyse (stimulation paracrine).
Ainsi, elle permet d’établir une relation directe entre le
comportement fonctionnel et I’aspect morphologique
d’'une méme cellule hypophysaire.

1. «Reverse hemolytic plaque assay»

Le tissu de ’adénohypophyse est fragmenté, puis trypsini-
sé dans une solution de trypsine 0,25:100 (trypsine, DIFCO
Laboratories, Detroit, Michigan, USA) a base de PBS, a
37°C et pH 7 pendant une heure sous agitation constante.
La suspension cellulaire est ensuite centrifugée (10 minu-
tes 4 900 g), le sédiment dilué dans une solution de NaCl
0,9%, puis centrifugé a nouveau (10 minutes a 900 g). Aprés
I’élimination du «surnageant», le sédiment est remis en
suspension dans une solution saline (80 ul NaCl 0,9%). Le
nombre de cellules ainsi récoltées est de 5X10°a 6 X 10° et
le nombre de cellules viables d’environ 95%. Un «monolayer»
est confectionné en remplissant une chambre d’observation
(Cunningham et al., 1968) avec des quantités égales de sus-
pension cellulaire finale et d’érythrocytes de mouton cou-
plés a la protéine A. Le tout est incubé pendant une heure
pour permettre la formation du «monolayer». Aprés ad-
jonction d’antiséras de lapin antiLH (Dako Corporation,
Santa Barbara, CA, USA), antiFSH (UCB-Bioproducts,
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Brussels, Belgique), et antiTSH (Dako corporation, Santa
Barbara, CA, USA), la chambre est encore incubée pen-
dant deux heures a 37°C.

2. Microscopie photonique conventionnelle et immunohisto-
chimique

Des préparations natives ont été effectuées lors d’une ex-
périence pilote (technique identique a celle décrite ci-des-
sus). Pour ’obtention de préparations fixées et immuno-
histochimiques, le complexe «chambre/porte-objet» est
traité spécialement, apres I’incubation avec ’anticorps. Il
est immergé pendant une nuit dans une solution d’un tam-
pon S-collidine (pH 7.4) contenant 2% de glutaraldéhyde, a
une température de 4°C. Le jour suivant, le couvre-objet
est enlevé et le porte-objet est rincé dans du PBS. La pe-
roxidase endogéne est inhibée par un traitement de 5 mi-
nutes dans du méthanol contenant 3% H,0,. Aprés lavage
au PBS, il est effectué une coloration immunohistochimi-
que (technique PAP) pour LH, FSH (Pitton et al., 1987) ou
TSH (Bestetti et al., 1987b).

Pour chaque adénohypophyse les études suivantes peu-
vent étre effectuées:

a) Comptage et morphométrie sur des préparations nati-
ves du nombre de plaques (Fig. 7, 8), de I’aire de chaque
plaque et de chaque cellule sécrétant LH et FSH, afin de
pouvoir comparer ces résultats avec ceux obtenus sur des
préparations fixées (Rossi et al., 1987).

b) Comptage et morphométrie sur des préparations fixées
et traitées a 'immunohistochimie, sur le nombre de pla-
ques et sur les cellules immunoréactives a LH, FSH et
TSH. Laire des plaques refléte I’activité sécrétoire des go-
nadotropes ou des thyréotropes. Le marquage immunohis-
tochimique des cellules permet de différencier les sous-po-
pulations de cellules a LH, FSH et TSH qui ont une activité
sécrétoire, de celles qui n’en ont pas (Rossi et al., 1988).
¢) Densitométrie de la réaction immunohistochimique.
Lintensité de la réaction permet d’établir e contenu relatif
en substances immunoréactives dans les cellules et les gra-
nules sécrétoires (Bestetti et al., 1989).

Importances des méthodes décrites pour la
protection des animaux

Nous avons déja mentionné (voir introduction) qu’une
interprétation correcte des résultats a souvent nécessité,
pour une grande partie des expériences endocriniennes: a)
de nombreux animaux (plusieurs groupes), b) des expé-
riences «in vivoy», chirurgie incluse, et ¢) une extrapolation
des résultats parmi les groupes. Ces handicaps peuvent

étre surmontés grice aux modéles que nous avons dévelop-
pés et que nous continuons a perfectionner.

SHEEP
RBC ROTEIN A

HEMOLYSIS e

Fig.7: Représentation schématique de la formation
d’une plaque. La partie supérieure du schéma représente
une cellule hypophysaire dans un «monolayer» d’éryth-
rocytes avant (a gauche) et aprés (a droite) la formation
d’une plaque d’hémolyse. AB = anticorps de lapin antiLH;
¢ = complément.

Fig.8: Microscopie photonique, technique de Nomarski.
Cellule hypophysaire dans un «monolayer» d’érythrocytes,
apres la formation d’une plaque d’hémolyse, x1320.

543



G.E.BESTETTI, C.E.BOUJON, D.K.TONTIS, U. FORSTER, S. GRIMM, G.L.ROSSI

Effectivement, I’utilisation de ces modéles «in vitro» permet
de réduire le nombre d’animaux utilisés, car 1) le comporte-
ment sécrétoire du MBH et de ’hypophyse peut étre étudié,
alors que ces deux tissus sont prélevés sur un seul animal, 2)
des études morphologiques et fonctionnelles peuvent étre
entreprises sur les tissus provenant d’un méme donneur.
Lexpérimentation «in vivo» et les approches chirurgicales
sont remplacées par des expériences «in vitro» sur des orga-
nes ou des cellules isolées. En outre, nos modéles permettent
un raffinement des méthodes expérimentales, car Iutilisation
d’un seul groupe d’animaux permet 1) d’établir des corréla-
tions entre les fonctionnements hypothalamique et hypophy-
saire, et 2) d’éviter des extrapolations de données entre un
groupe utilisé pour des études morphologiques et un groupe
utillisé pour des investigations biochimiques.

Il faut encore mentionner la haute sensibilité du «<RHPA» et
de la densitométrie en comparaison avec le dosage d’hormo-
nes plasmatiques ou tissulaires. En effet, aussi bien la mesure
d’une sécrétion hormonale (par RHPA) que celle du contenu
hormonal (par densitométrie) peuvent €tre évaluées quanti-
tativement au niveau cellulaire. Les quantités d’hormones re-
lachées ou stockées par la cellule sont minimes et certaine-
ment en dessous de la sensibilité des autres systémes de dosa-
ge actuellement connus, tels que RIA ou ELISA.
Finalement, en prenant exemple sur les méthodes décrites ci-
dessus, des modéeles similaires peuvent &tre mis au point pour
d’autres organes endocriniens.
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Alternativmethoden: Entwicklung und An-
wendung von zwei <in vitro» Modellen fiir en-
dokrinologische Studien

Fiir die meisten endokrinologischen Studien werden meh-
rere Tiergruppen gebraucht: eine Gruppe flir quantitative
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Hormonbestimmungen in Gewebe und Plasma unter Ba-
salbedingungen, eine zweite Gruppe flir dieselben Bestim-
mungen nach «in vivo» Behandlung der Tiere (endokrine
Stimulation oder Hemmung) und zwei Gruppen fiir mor-
phologische Untersuchungen. Im Rahmen der «in vivo»
Behandlungen sind chirurgische Eingriffe nicht selten. Da-
zu miissen Resultate aus verschiedenen Versuchsreihen
extrapoliert werden.

Um diese Nachteile zu vermeiden, haben wir zwei «in vi-
tro» Modelle entwickelt. Mittels solcher alternativen Mo-
dellen kénnen wir an Geweben aus demselben Tier folgen-
des untersuchen: 1. Funktion und Struktur des Hypothala-
mus und 2. Funktion und Struktur von isolierten hypophy-
siren Zellen aus demselben Tier.

Dank dieser Modelle ist es moglich, die Anzahl der fiir die
Experimente notwendigen Tiere erheblich zu reduzieren
und «in vivo» mit «in vitro» Untersuchungen zu ersetzen.
Zudem konnen die Untersuchungsmethoden verfeinert
und die Extrapolation der Resultate unter den Gruppen
vermieden werden.

Metodi alternativi: sviluppo ed utilizzazione
di due modelli in vitro) per studi endocrino-
logici

La maggioranza degli studi endocrinologici ¢ di norma ef-
fettuata su piu gruppi di animali: un gruppo per le deter-
minazioni quantitative di ormoni nei tessuti e nel plasma
in condizioni basali, un secondo gruppo per le stesse deter-
minazioni dopo trattamento «in vivo» degli animali (stimo-
lazione o inibizione delle attivita endocrine) e due altri
gruppi nelle stesse condizioni per le indagini morfologi-
che. Nell’ ambito dei trattamenti «in vivo» gli interventi
chirurgici non sono rari. Inoltre i risultati provenienti dai
vari gruppi sperimentali possono essere interpretati solo
dopo estrapolazione.

Per evitare tutti questi svantaggi, abbiamo sviluppato due
modelli «in vitro» che permettono di studiare su tessuti
provenienti dallo stesso animale: 1. la funzione e la struttu-
ra dell’ipotalamo e 2. la funzione e la struttura di cellule
ipofisarie isolate. In questo modo si puo’ notevolmente ri-
durre il numero degli animali utilizzati, sostituire la speri-
mentazione «in vivo» con quella «in vitro» ed infine affina-
re i metodi d’indagine evitando, tra I’altro, I’estrapolazione
dei risultati.
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