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METHODES ALTERNATIVES: DEVELOPPEMENT
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 etudes endocriniennes sont souvent effectuees en
utilisant plusieurs groupes d'animaux: un premier
groupe pour des dosages quantitatifs d'hormone tissu-

laire et plasmatique sous conditions basales, un deuxie-
me groupe pour les memes mesures apres traitement
«in vivo» des animaux (stimulation ou inhibition endo-

crinienne) et deux groupes supplementaires pour les

etudes morphologiques correspondantes. Dans le cadre

du traitement «in vivo», des interventions chirurgicales
sont tres souvent necessaires. En outre, les resultats

provenant des differents groupes doivent etre extrapo-
les pour obtenir une interpretation unitaire de l'expe-
rience.
Pour eliminer ces inconvenients, nous avons developpe
deux modeles «in vitro» qui permettent d'etudier sur
des tissus piovenant d'un meme animal: 1. le fonction-
nement et la structure de l'hypothalamus et 2. le fonc-
tionnement et la morphologie de cellules hypophysaires
isolees. Grace ä une combinaison rationnelle des

investigations biochimiques, morphologiques et densitome-

triques sur plusieurs tissus provenant d'un meme
animal, nos deux modeles permettent de reduire forte-
ment le nombre d'animaux necessaires pour une etude
endocrinienne. En outre les experiences «in vivo» sont
remplacees par des experiences «in vitro», les metho-
des d'investigation sont raffinees et une extrapolation
des resultats entre les groupes peut etre evitee.

MOTS-CLES: methodes alternatives — modeles

<in vitro — endocrinologie — hypothalamus
— hypophyse

ALTERNATIVE METHODES: DEVELOPMENT

AND USE OF TWO "IN VITRO"
MODELS FOR ENDOCRINOLOGICAL STUDIES

Most endocrinological studies are normally performed
on several animal groups: one group for the determination

ofhormonal levels in tissues and plasma under basal

conditions, a second group for the same determinations

after "in vivo" treatment of the animals (stimulation

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 developed

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.

KEYWORDS: alternative methods — "in vitro"
models — endocrinology — hypothalamus —

pituitary gland

INTRODUCTION
que la majorite des etudes endocriniennes ont une grande

Le Systeme endocrinien est un centre de contröle impor- importance dans les recherches fondamentales et appli-
tant du metabolisme intermediate. C'est pour cette raison quees effectuees dans les universites et l'industrie.
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Ces etudes se deroulent souvent d'apres un schema com-
plexe, qui fait intervenir: a) des mesures quantitatives de

l'hormone dans le tissu et le plasma (par test radioimmuno-
logique ou par methode immunoenzymatique) pour un

groupe d'animaux, en conditions basales, b) ces memes

mesures dans un second groupe d'animaux apres un traite-
ment «in vivo» (stimulation et/ou inhibition de la secretion

hormonale), et c) des investigations morphologiques
(microscopie photonique et electronique conventioneile et

immunohistochimique, morphometrie, stereologie) sur les

tissus de deux groupes supplementaires, l'un en conditions
basales, l'autre apres traitement «in vivo».
Par consequent, Interpretation correcte d'une grande par-
tie des experiences endocriniennes a souvent necessite: a)

un grand nombre d'animaux (4 groupes), et b) des

experiences «in vivo» qui comprennent souvent des interventions

chirurgicales. En outre, les resultats doivent etre ex-
trapoles entre les groupes, afin d'obtenir une interpretation

unitaire de 1'experience.
Pour eliminer ces handicaps, nous avons developpe deux
modeles «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
premier modele permet des investigations fonctionnelles et

morphologiques sur l'hypothalamus mediobasal (MBH),
le second rend possible des etudes fonctionnelles et
morphologiques sur des cellules isolees de la glande hypophysaire

du meme animal.
Ces modeles permettent des etudes reproductibles «in
vitro» sur de faible quantite de tissu, ainsi qu'une combinai-
son des aspects morphologiques et fonctionnels.
Le but de ces methodes est de reduire le nombre
d'animaux utilises, de remplacer des experiences «in vivo» par
des etudes «in vitro» et de raffiner la technique en evitant
l'extrapolation des resultats.

UTILISATION DES MODELES DEVELOPPES

Notre premier modele «in vitro» permet l'etude des

aspects fonctionnels et morphologiques sur un meme MBH
(Boujon et al., 1987; Bestetti et al., 1987a). Ainsi, l'hypothalamus

est etudie dans des conditions basales ou de stimulation

et les secretions hormonales du MBH peuvent etre do-

sees dans le milieu d'incubation. A la fin du traitement «in
vitro» le MBH est fixe et prepare pour des investigations
conventionnelles et immunohistochimiques en microscopie

photonique et electronique. La bonne preservation du

tissu permet toutes sortes d'investigations morphologiques
qualitatives et quantitatives.

Notre deuxieme modele permet de combiner des etudes

structurales et fonctionnelles sur les memes cellules
hypophysäres isolees. II est base 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 äges de 3 mois sont utilises
comme donneurs de tissus. Iis sont maintenus dans des

conditions d'environnement et de diete standard.
Suite ä une legere narcose par inhalation d'halothane (May
et Baker LTD., Dagenham, England; l'animal est expose ä

une faible concentration d'halothane environ pendant 15

secondes), les rats sont tues par decapitation et le sang est

recolte pour des determinations ulterieures des niveaux
plasmatiques d'hormones; la boite cränienne est ouverte,
le cerveau et l'hypophyse sont rapidement isoles et le

MBH est disseque ä l'aide de ciseaux fins pour Chirurgie de

l'iris.

Modele pour l'etude <in vitro» du MBH

L'echantillon de tissu preleve est limite anterieurement par
le chiasma optique, posterieurement par les corps mamil-
laires et lateralement par les arteres carotides internes
(Fig. 1, a—c). Sa forme est lenticulaire et son epaisseur
maximale ne doit pas depasser 1mm. L'echantillon con-
tient l'eminence mediane, la moitie ventrale du noyau ar-

que et la partie basale du noyau ventromedial.
Apres dissection, le tissu est immediatement place dans le

Systeme d'incubation qui contient un milieu «basal» ou de

«Stimulation». Le temps entre la decapitation et l'immer-
sion du MBH est inferieur ä 3 min. La quantite de

neuropeptides (p. e. LHRH, TRH) relächee par le tissu est deter-
minee par dosages radioimmunologiques (Boujon et al.,
1987; Bestetti et al., 1987a). A la fin de l'incubation, le tissu
est fixe, coupe, puis enrobe dans de la resine de «Spurr» ä

faible viscosite et des coupes semi-fines et fines sont con-
fectionnees. Des etudes morphometriques en microscopie
photonique, ultrastructurales en microscopie electronique
et densitometriques en immunohistochimie (p. e. pour
LHRH, TRH) permettent d'etablir une relation directe entre

le comportement fonctionnel et l'aspect morphologi-
que d'un meme echantillon hypothalamique.

1. Details du Systeme d'incubation (Fig. 2)

Une bonbonne contenant 95% 02 et 5%C02 est connectee ä

deux debimetres-regulateurs massiques (Modele 5850 TR,
Brooks Instrument B. V., Veenendaal, Hollande) couples ä
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Q • 0
Fig. 1: Isolation de l'hypothalamus. a Vue ventrale du

cerveau montrant les limites de l'echantillon preleve. b

Vue ventrale de l'echantillon. c Vue dorsale de l'echantillon.

d Representation schematique tridimensionelle de la

coupe du morceau hypothalamique. e, f Coupes semi-fines.

e Moitie gauche non postfixee, anti-LHRH, methode ä

la phosphatase alcaline. f Moitie droite postfixee, coloration

au bleu de toluidine. x53 (de Neuroendocrinology 45:

311-317, 1987).

un indicateur de flux (Modele 5876, Brooks Instrument
B. V, Veenendaal, Hollande) qui delivrent chacun 4 ml de

gaz/min dans un tuyau vinyle relie ä une bouteille d'humi-
dification.
Un capillaire en silicone (diametre interne: 0,76 mm, Silastic,

Dow Corning Co., Midland, Mich., U.S.A.) sort de cha-

que bouteille et delivre 4 ml de gaz/min dans chacune des

deux chambres d'incubation. Apres melange avec le
milieu, le gaz quitte les eprouvettes par deux tronpons d'ai-

guilles fixes dans leur couvercle.

Fig. 2: Representation schematique du Systeme d'incubation.

Bonbonne et reducteur de pression (A). Debime-
tre-regulateur massique (B). Indicateur de flux (C). Bou-
teilles d'humidification (D). Capillaires d'amenee du gaz
aux eprouvettes (E). Chambre d'incubation (Fl) et cham-
bre contenant le milieu de reserve (F). Hypothalamus (G).
Aiguilles d'evacuation du gaz (H). Capillaires et seringues
(I, J, K, L). Incubateur (M). Thermostat (N). Vue en plan de

la position des aiguilles dans les bouchons des eprouvettes
(O).

Nous utilisons une chambre d'incubation et une chambre
de reserve constitutes chacune d'une eprouvette de 2 ml
en polystyrene (Milian Instrument S.A., Geneve, Suisse)
fermee par un bouchon etanche en polyethylene. Ce
dernier est transperce par des segments d'aiguilles hypoder-
miques (Luer 0,9 x 40 mm), fixes par une colle a base de cya-
noacrylate. II y a cinq aiguilles dans l'eprouvette d'incubation
et quatre aiguilles dans celle contenant le milieu de reserve.
Dans chaque chambre, deux segments d'aiguille depassent
de 5 mm la surface inferieure du bouchon, alors que les autres

touchent le fond de la chambre. Les deux eprouvettes sont
emboitees dans un support en verre acrylique, place dans un
bain-marie ä 37 °C, sous agitation ä 140 mouvements/min.
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Chaque eprouvette contient 0,4 ml de milieu de «Locke».

Le milieu basal est compose de 2 mM HEPES (N-2-hy-
droxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid, Merck,
Darmstadt, Allemagne), 154 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 1 mM
MgCl2, 6 mM Na HC03, 10 mM glucose, 1,25 mM CaCl2

(Drouva et al., 1981), 2 X 10'2 mM de bacitracine (Sigma,
St. Louis, Mo., U.S.A.; McKelvyet al., 1976; Rotsztejn et al.,

1976). La bacitracine inhibe l'activite des proteases
endogenes.

Dans le milieu de «stimulation», la concentration de KCl
est augmentee ä 61,6 mM et celle de NaCl reduite ä 98 mM.
Differentes seringues permettent de prelever le milieu de

la chambre d'incubation et de la substituer par celui de la
chambre de reserve apres chaque periode experimentale.
Le milieu preleve est congele ä -70 °C dans un tube en

polystyrene. Tous les tubes et eprouvettes ont ete pretrai-
tes dans une solution eau distillee-Tween 20 0,05%, puis
rinces plusieurs fois ä l'eau distillee.

2. Incubation de l'hypothalamus

Un pH de 7,10 + 0,03 et une temperature de 37 °C sont at-

teints 5 minutes apres l'immersion de la chambre dans l'in-
cubateur si un milieu de 0,4 ml est soumis ä un flux gazeux
de 4 ml/min. Chaque echantillon d'hypothalamus est lave

pendant 10 min, preincube pendant 20 min, puis incube
pendant 20 min dans le milieu «basal» ou de «stimulation».
A la fin de l'incubation, le tissu est fixe dans une solution mo-
difiee de Karnowsky (Rossi et al., 1983).

3. Microscopie photonique conventionnelle et immunohisto-

chimique

L'echantillon hypothalamique est Oriente sous un stereo-

microscope (5X) et coupe en cinq sections transversales

entre le niveau II et VI (Fig. 1, d; Rossi et al., 1983).

Les tranches 2 ä 4 sont coupees en deux moities, celle de

droite etant postfixee dans Os04 2%, celle de gauche, ainsi

que les coupes 1 et 5 n'etant pas postfixees.
Tous les echantillons sont enrobes dans de la resine de

«Spurr» ä faible viscosite (Rossi et al., 1983).

Des coupes semi-fines sont confectionnees ä partir des tis-

sus postfixes et colorees au bleu de toluidine. Des coupes
semi-fines des tissus non-osmifies sont utilisees pour l'im-
munohistochimie (Fig. 1, e—f).

LHRH, SRIF et TRH sont mises en evidence dans les coupes

semi-fines par la technique PAP ou une methode indi-
recte ä la phosphatase alcaline. La resine de «Spurr» est en-
levee des coupes, comme decrit precedemment (Rossi et

al., 1983). La peroxidase endogene est inhibee par immer¬

sion dans H202/alcool methylique 1:10, la phosphatase est

inhibee dans de l'acide acetique glacial 15%. Les colorations

PAP ou ä la phosphatase alcaline sont ensuite effec-

tuees en utilisant des seras 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, Universite d'Aix-Marseille, France), ainsi

qu'un serum porcin antilapin 1:20 et un complexe PAP de

lapin 1:100 (Miles-Yeda LTD., Rehovot, Israel) ou un
antilapin conjugue ä la phosphatase alcaline 1:100 (Sigma,
St. Louis, MO, USA), de la diaminobenzidine (methode
PAP) ou du «fast red TR salt» et un sei disodique de naphtol
AS-MX-phosphate (Sigma, St. Louis, Mo., U.S.A) (methode

ä la phosphatase alcaline).
Les coupes sont finalement rincees dans une solution saline

tamponnee au phosphate et contenant 0,5% de Tween
20.

4. Microscopie electronique conventionnelle et immunohisto-
chimique

Des coupes fines sont confectionnees ä partir des tissus

postfixes et elles sont contrastees ä l'acetate d'uranyle et au
citrate de plomb. Des photos de l'eminence mediane sont
effectuees ä l'aide d'un microscope electronique Zeiss 902/
PC. Pour des etudes immunohistochimiques, des coupes
fines (60 nm) de tissus non osmifies sont utilisees.
LHRH est mise en evidence en utilisant l'antiserum pri-
maire dejä mentionne et un antiserum ovin antilapin,
conjugue ä des particules d'or colloidal (diametre: 15 nm), di-
lue 1:40 (Janssen Life Science Products, Beerse, Belgique).
L'intensite des reactions immunohistochimiques peut etre
mesuree sur les coupes semi-fines et fines par densitometry

grace au systeme d'analyse automatique d'image (Da-
talab, Thoerigen, Suisse). Ce systeme permet d'analyser
l'intensite de la reaction immunohistochimique en la de-

composant en 127 degres de gris. A chaque degre
correspond une certaine intensite de reaction.

5. Investigations entreprises

Pour chaque MBH incube, les etudes suivantes ont ete
effectuees:

a) Determinations biochimiques dans les milieux recoltes
ä la fin de chaque periode de preincubation et d'incubation.

Le contenu en neuropeptide du milieu (p. e. LHRH,
TRH) est determine par dosage radio-immunologique en
utilisant les memes antiseras que ceux employes pour les

investigations immunohistochimiques (Boujon et al., 1987;
Bestetti et al., 1987a).

540



METHODES ALTERNATIVES POUR DES ETUDES ENDOCRINIENNES

Lors de la derniere incubation de 20 min dans un milieu de

stimulation (depolarisation induite par K+), la reläche 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 1 'etat de preservation du

tissu incube et avoir une vue d'ensemble de la region consi-

deree (Fig. 3).

Fig. 3: Microscopie photonique. Region de l'eminence
mediane et du noyau arque. a Tissu postfixe, coupe semi-fi-

ne, coloration au bleu de toluidine. x210 (de Neuroendocri-
nology 45: 311-317, 1987).

c) Morphometry (postfixation, coupes semi-fines, coloration

au bleu de toluidine) pour etudier la taille des neurones

et des axones hypothalamiques. La Stimulation ioni-
que du MBH provoque une dilatation des axones ä LHRH,
consecutive ä l'augmentation des exocytoses associees ä la

depolarisation membranaire (Fig. 4). Par consequent,
revaluation quantitative de cette dilatation nous indique
l'intensite des phenomenes d'exocytose qui ont eu lieu
(Zamora et al., 1983).

d) Microscopie electronique (postfixation, coupes fines,
photographies de l'eminence mediane) pour juger de l'etat
de preservation du tissu incube et analyser les phenomenes
d'exocytose au niveau ultrastructural (Fig. 5, a—b). Sur les

photographies, les granules neurosecretoires peuvent etre

comptes dans les sections transverses des axones, ainsi que
les granules en contact avec la membrane axonale qui re-
fletent un phenomene d'exocytose (Stoeckart et al., 1972;

Rossi et al., 1983; Zamora et al., 1983). Ce dernier est intensify

lors de l'incubation du MBH dans un milieu de

«stimulation» (Zamora et al., 1983; Boujon et al., 1987).

K+|

0
K0

o
Fig. 4: Representation schematique des phenomenes
d'exocytoses induits par depolarisation ä K+ et de la dilatation

axonale qui en resulte. Le schema montre des axones

remplis de granules neurosecretoires. La depolarisation

ä K+ provoque un deplacement des granules, leur
fusion avec la membrane de l'axone et la liberation du
neuropeptide qu'ils contiennent (disque noir). L'incorporation
des membranes des granules ä celle de l'axone conduit ä

une dilatation de ce dernier (Zamora et al., 1983).

Fig. 5: Microscopie electronique. a Neurone du noyau
arque. x8360. b Neuropile dans l'eminence mediane avec des

axones contenant des vesicules et des granules. x27 060. c

Granules intraaxonal antiLHRH positifs, methode ä for
colloidal. x27 060 (de Neuroendocrinology 45: 311—317,

1987).

e) Immunohistochimie (sans postfixation, coupes semi-fines

et fines) afin de demontrer la presence des neuropeptides

dans le MBH (p. e. LHRH, TRH, SRIF) (Fig. 6, a-c;
Fig. 5, c), de definir leur localisation, et d'avoir des preparations

de base pour les investigations morphometriques,
stereologiques et densitometriques.
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Fig. 6: Microscopie photonique. Region de l'eminence
mediane, a—c Tissu non postfixe, coupes semi-fines, a An-
tiLHRH, methode ä la phosphatase alcaline. b AntiSRIF,
methode PAR c AntiTRFI, methode ä la phosphatase alcaline.

V ventricule III. x210 (de Neuroendocrinology 45:

311-317, 1987).

f) Densitometrie (preparations immunohistochimiques;
Diasys, Datalab, Thoerigen, Suisse) pour determiner le

contenu relatifen neuropeptides dans les cellules hypotha-
lamiques et dans leurs granules secretaires (Bestetti et al.,
1989).

Modele pour l'etude <in vitro) de cellules hy-
pophysaires isolees

L'adenohypophyse est separee de la neurohypophyse, puis
traitee ä la trypsine, afin d'isoler les cellules hypophysaires
qui sont ensuite placees dans une chambre d'incubation
sur un «monolayer» d'erythrocytes. Leur activite secretoi-

re (LH, FSH et TSH) est etudiee ä l'aide d'un «reverse
hemolytic plaque assay» (RHPA) suivant la technique de

Smith et al. (1986), que nous avons personnellement modi-
fiee (Rossi et al., 1987; Rossi et al., 1988). Ce test exploite le

phenomene d'une hemolyse inverse, c'est-a-dire qu'un an-

tigene provoque l'hemolyse d'erythrocytes couples ä des

anticorps correspondants (dans l'«hemolytic plaque assay»

originel, c'est l'anticorps qui provoque l'hemolyse d'erythrocytes

couples ä des antigenes (Molinaro et al., 1981)). A la
fin du traitement «in vitro», des etudes morphometriques
en microscopie photonique sont entreprises sur des
preparations natives, ou fixees et marquees immunohistochimi-
quement (pour LH, FSH et TSH). Cette technique permet
d'obtenir des informations sur la capacite secretaire et sur
la morphologie des cellules gonadotropes ou thyreotropes
isolees, c'est-ä-dire separees de leur contexte histologique
hypophysaire, evitant ainsi une eventuelle stimulation par
d'autres cellules de l'hypophyse (stimulation paracrine).
Ainsi, elle permet d'etablir une relation directe entre le

comportement fonctionnel et l'aspect morphologique
d'une meme cellule hypophysaire.

I. «Reverse hemolytic plaque assay»

Le tissu de l'adenohypophyse est fragmente, puis trypsini-
se dans une solution de trypsine 0,25:100 (trypsine, DIFCO
Laboratories, Detroit, Michigan, USA) ä base de PBS, ä

37 °C et pH 7 pendant une heure sous agitation constante.
La suspension cellulaire est ensuite centrifugee (10 minutes

ä 900 g), le sediment dilue dans une solution de NaCl
0,9%, puis centrifuge ä nouveau (10 minutes ä 900 g). Apres
l'elimination du «surnageant», le sediment est remis en

suspension dans une solution saline (80 p\ NaCl 0,9%). Le

nombre de cellules ainsi recoltees est de 5 x 10s ä 6 X 10s et

le nombre de cellules viables d'environ 95%. Un «monolayer»
est confectionne en remplissant une chambre d'observation

(Cunningham et al., 1968) avec des quantites egales de

suspension cellulaire finale et d'erythrocytes de mouton couples

ä la proteine A. Le tout est incube pendant une heure

pour permettre la formation du «monolayer». Apres ad-

jonction d'antiseras 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 incubee
pendant deux heures ä 37 °C.

2. Microscopie photonique conventionnelle et immunohisto-

chimique

Des preparations natives ont ete efFectuees lors d'une
experience pilote (technique identique ä celle decrite ci-des-

sus). Pour l'obtention de preparations fixees et immuno-
histochimiques, le complexe «chambre/porte-objet» est

traite specialement, apres l'incubation avec l'anticorps. II
est immerge pendant une nuit dans une solution d'un tampon

S-collidine (pH 7.4) contenant 2% de glutaraldehyde, ä

une temperature de 4°C. Le jour suivant, le couvre-objet
est enleve et le porte-objet est rince dans du PBS. La
peroxidase endogene est inhibee par un traitement de 5

minutes dans du methanol contenant 3% H202. Apres lavage

au PBS, il est effectue une coloration immunohistochimi-

que (technique PAP) pour LH, FSH (Pitton et al., 1987) ou
TSH (Bestetti et al., 1987b).

Pour chaque adenohypophyse les etudes suivantes peu-
vent etre efFectuees:

a) Comptage et morphometrie sur des preparations natives

du nombre de plaques (Fig. 7, 8), de l'aire de chaque

plaque et de chaque cellule secretant LH et FSH, afin de

pouvoir comparer ces resultats avec ceux obtenus sur des

preparations fixees (Rossi et al., 1987).

b) Comptage et morphometrie sur des preparations fixees
et traitees ä l'immunohistochimie, sur le nombre de

plaques et sur les cellules immunoreactives ä LH, FSH et
TSH. L'aire des plaques reflete l'activite secretaire des go-
nadotropes ou des thyreotropes. Le marquage immunohis-
tochimique des cellules permet de difFerencier les

sous-populations de cellules ä LH, FSH et TSH qui ont une activite
secretaire, de Celles qui n'en ont pas (Rossi et al., 1988).

c) Densitometrie de la reaction immunohistochimique.
L'intensite de la reaction permet d'etablir le contenu relatiF

en substances immunoreactives dans les cellules et les
granules secretaires (Bestetti et al., 1989).

Importances des methodes decrites pour la
protection des animaux

Nous avons dejä mentionne (voir l'introduction) qu'une
interpretation correcte des resultats a souvent necessite,

pour une grande partie des experiences endocriniennes: a)

de nombreux animaux (plusieurs groupes), b) des
experiences «in vivo», Chirurgie incluse, et c) une extrapolation
des resultats parmi les groupes. Ces handicaps peuvent

etre surmontes grace aux modeles que nous avons develop-

pes et que nous continuons ä perFectionner.

Fig. 7: Representation schematique de la Formation

d'une plaque. La partie superieure du schema represente
une cellule hypophysaire dans un «monolayer» d'eryth-
rocytes avant (ä gauche) et apres (ä droite) la Formation

d'une plaque d'hemolyse. AB anticorps de lapin antiLH;
c complement.

Fig. 8: Microscopie photonique, technique de Nomarski.
Cellule hypophysaire dans un «monolayer» d'erythrocytes,
apres la Formation d'une plaque d'hemolyse, xl320.
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Effectivement, l'utilisation de ces modeles «in vitro» permet
de reduire le nombre d'animaux utilises, car 1) le comporte-
ment secretaire du MBH et de l'hypophyse peut etre etudie,
alors que ces deux tissus sont preleves sur un seul animal, 2)
des etudes morphologiques et fonctionnelles peuvent etre

entreprises sur les tissus provenant d'un meme donneur.

L'experimentation «in vivo» et les approches chimrgicales
sont remplacees par des experiences «in vitro» sur des orga-
nes ou des cellules isolees. En outre, nos modeles permettent
un rafflnement des methodes experimentales, car l'utilisation
d'un seul groupe d'animaux permet 1) d'etablir des correlations

entre les fonctionnements hypothalamique et hypophysäre,

et 2) d'eviter des extrapolations de donnees entre un
groupe utilise pour des etudes morphologiques et un groupe
utillise pour des investigations biochimiques.
II faut encore mentionner la haute sensibilite du «RHPA» et
de la densitometrie en comparaison avec le dosage d'hormo-
nes plasmatiques ou tissulaires. En effet, aussi bien la mesure
d'une secretion hormonale (par RHPA) que celle du contenu
hormonal (par densitometrie) peuvent etre evaluees quanti-
tativement au niveau cellulaire. Les quantites d'hormones re-
lächees ou stockees par la cellule sont minimes et certaine-

ment en dessous de la sensibilite des autres systemes de dosage

actuellement connus, tels que RIA ou ELISA.
Finalement, en prenant exemple sur les methodes decrites ci-

dessus, des modeles similaires peuvent etre mis au point pour
d'autres organes endocriniens.

REFERENCES

Bestetti G. E., Boujon C. E., Reymond M. J., Rossi G. L.
(1987a): Un nouveau modele in vitro permet d'employer le

meme hypothalamus pour des investigations morphologiques

et fonctionnelles. Annales d'Endocrinologie 48, 438—

440. — Bestetti G. E., Reymond M. J., Perrin I. V., Kniel P. C.,

Lemarchand-Beraud Th., Rossi G. L. (1987b): Thyroid and

pituitary secretory disorders in streptozotocin-diabetic rats are
associated with severe structural changes of these glands. Vir-
chows Arch. B (Cell path) 53,69—78. — Bestetti G. E., Boujon
C. E., Reymond M. J., Rossi G. L. (1989); Functional and
morphological changes in mediobasal hypothalamus ofstrep tozo-
tocin-induced diabetic male rats: An in vitro study of LHRH
release. Diabetes (sous presse). — Boujon C. E., Bestetti G. E.,

Reymond M. J., Rossi G. L. (1987): A model for combined

morphological and functional investigations on the isolated
medio-basal rat hypothalamus. Neuroendocrinology 45,311—

317. — Cunningham A. J., Szenberg A. (1968): Further
improvements in the plaque technique for detecting single
antibody-forming cells. Immunology 14: 599—601. — Drouva S. V.,

Epelbaum J., HeryM., Tapia-Arancibia L., Laplante E., Kordon

C. (1981): Ionic channels involved in the LHRH and SRIF
release from rat mediobasal hypothalamus. Neuroendocrinology

32,155—162. — McKelvyJ. F., LeblancP., Laudes C., Perne

S., Grimm-Jorgensen Y., Kordon C. (1976): The use of
bacitracin as an inhibitor of the degradation of thyrotropin-re-
leasing factor and luteinizing hormon releasing factor. Bio-
chem. Biophys. Res. Commun. 73, 507—515. — Molinaro G.

A., Eby W. C., Molinaro C. A. (1981): The Reverse Plaque-

Forming Cell Assay. Methods inEnzymology 73,326—338. —

Pitton I., Bestetti G. E., Rossi G. L. (1987): The changes in the

hypothalamo-pituitary-gonadal axis ofstreptozotocin-treated
male rats depend from age at diabetes onset. Andrologia 19,

464—473. — Rossi G. L., Bestetti G. E. (1983): Technical

aspects in the study ofpathologic lesions in the hypothalamus
of the rat. In: Monographs on Pathology of Laboratory
Animals, Endocrine System, Jones T. E., Hunt R. D., eds. Sprin-
ger-Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, Tokyo, 1983, pp
311—316. — Rossi G. L., Bestetti G. E. (1987): Vermindertes

Sekretionsvermögen isolierter LH- und FSH-Gonadotropen-
zellen aus Ratten mit Streptozotocin-Diabetes: morphome-
trisch-immunozytologischer Nachweis mittels «reverse
hemolytic plaque assay». Schweiz, med. Wschr. 117,938. — Rossi

G. L„ Bestetti G. E., TontisD. (1988): Lacapacite secretaire
des cellules gonadotropes hypophysäres de rats est diminuee
in vitro lors du diabete induit par la streptozotocine: demonstration

morphometrique et immunocytochimique ä l'aide
d'un «reverse hemolytic plaque assay». Annales d'Endocrinologie

49, 46N 80. — Rotsztejn W. H., Charit J. L., Pattou E.,

Epelbaum J., Kordon C. (1976): In vitro release of luteinizing
hormone-releasing hormone (LHRH) from rat mediobasal

hypothalamus: Effects of potassium, calcium and dopamine.
Endocrinology 99, 1663—1666. — Smith P. F., Luque E. H.,
Neill J. D. (1986): Detection and mesurements of secretion
from individual neuroendocrine cells using a reverse hemolytic

plaque assay. Meth. Enzymol. 124, 443—465. — Stoeckart
R„ Jansen H. G., KreikeA. J. (1972): Ultrastructural evidence
for exocytosis in the median eminence of the rat. Z. Zell-
forsch. 131, 99—107. — Zamora A. J., Ramirez V D. (1983):
Structural changes in nerve endings of rat median eminence

superfused with media rich in potassium ions. Neuroscience
10, 463-473.

Alternativmethoden: Entwicklung und
Anwendung von zwei <in vitro Modellen für en-
dokrinologische Studien

Für die meisten endokrinologischen Studien werden mehrere

Tiergruppen gebraucht: eine Gruppe für quantitative
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Hormonbestimmungen in Gewebe und Plasma unter Ba-

salbedingungen, eine zweite Gruppe fur dieselben

Bestimmungen nach «in vivo» Behandlung der Tiere (endokrine
Stimulation oder Hemmung) und zwei Gruppen für
morphologische Untersuchungen. Im Rahmen der «in vivo»

Behandlungen sind chirurgische Eingriffe nicht selten. Dazu

müssen Resultate aus verschiedenen Versuchsreihen

extrapoliert werden.

Um diese Nachteile zu vermeiden, haben wir zwei «in
vitro» Modelle entwickelt. Mittels solcher alternativen
Modellen können wir an Geweben aus demselben Tier folgendes

untersuchen: 1. Funktion und Struktur des Hypothalamus

und 2. Funktion und Struktur von isolierten hypophysären

Zellen aus demselben Tier.
Dank dieser Modelle ist es möglich, die Anzahl der für die

Experimente notwendigen Tiere erheblich zu reduzieren
und «in vivo» mit «in vitro» Untersuchungen zu ersetzen.
Zudem können 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 e di norma ef-

fettuata su piü 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 attivitä endocrine) e due altri
gruppi nelle Stesse condizioni per le indagini morfologi-
che. Neil' 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 l'altro, l'estrapolazione
dei risultati.
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