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Summary. Further evidence for a stimulatory effect of two neuropeptides (thyrotropin-
releasing hormone and vasoactive intestinal peptide) on growth hormone secretion in the
rat.

The effects of thyrotropin-releasing hormone (TRH) and vasoactive intestinal peptide
(VIP) on growth hormone (GH} secretion were investigated /n vivo in freely moving, intact
or mediobasal hypothalamic-lesioned rats and /n vitro in incubation or superfusion systems
of anterior pituitary tissue. /n vivo, the two peptides induced a rapid increase of plasma GH
levels in freely moving animals, bearing an extensive lesion of the mediobasal hypothalamus
including the median eminence. VIP, but not TRH, was also effective in intact animals. /n
vitro, TRH and VIP stimulated GH release from incubated or superfused rat pituitaries in a
concentrated manner : apparent affinity was 1.22.10~8M for TRH and 2.5.10-°M for VIP.
These findings indicate that TRH and VIP exert a direct stimulatory action on somatotrophs,
but that the effect of TRH (not observed in freely moving, intact rats) may be modulated by
still other unidentified hypothalamic neurohormones.

Intreduction.

Les sécrétions antéhypophysaires subissent un contrdle hypothalamique
impliquant de nombreux facteurs. Ainsi, si deux facteurs hypothalamiques, la
somatolibérine (GRF) (Guillemin et a/., 1982) et la somatostatine (SRIF) (Brazeau
et al., 1973) jouent un réle majeur dans la régulation de la sécrétion somatotrope,
il apparait de plus en plus évident que d’autres neurchormones participent & cette
régulation. Parmi ces neurohormones, deux peptides, la thyréolibérine (TRH) et le
peptide vasoactif intestinal (VIP), pourraient au regard de la littérature exercer une
action sur la sécrétion de GH. Toutefois, leurs effets décrits sont souvent contra-
dictoires.

(") Correspondance a adresser a : D. Durand, Laboratoire d’Endocrinologie, Faculté de Pharma-
cie, 4 avenue de I'Observatoire, 75270 Paris Cedex 06.
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La TRH, sans effet chez I'homme normal, stimule la sécrétion de GH au
cours de différents états pathologiques et en particulier dans |'acromégalie (Irie et
Tsushima, 1972). Chez le rat, le tripeptide stimule (Chihara et a/., 1976a ; Kato et
al., 1975), inhibe (Brown et Vale, 1975 ; Taché et al., 1977) ou ne modifie pas
(Muller et al., 1977) la sécrétion somatotrope selon les auteurs. De semblables
contradictions se retrouvent dans les expériences réalisées /n vitro (Adams, Braj-
kovich et Mashiter, 1981, Borges et al., 1983 ; Carlson, Maritz et Daughaday,
1974 ; Szabo et al., 1984).

Les effets du VIP sur la sécrétion somatotrope sont également controversés.
La stimulation de la sécrétion de GH par le VIP ne se manifeste chez le rat que si
le peptide est administré dans le 3¢ ventricule et non par voie intraveineuse
(Vijayan et al., 1979}, ce qui suggére un site d’'action suprahypophysaire ; hypo-
thése étayée par I'absence /in vitro de libération de GH par des hypophyses (Enjal-
bert et a/., 1980 ; Vijayan et a/., 1979) ou des cellules hypophysaires (Rotsztejn et
al., 1980 ; Vigh et Schally, 1984) aprés addition de VIP au milieu d’incubation ou
de périfusion. Toutefois, des réponses somatotropes au VIP ont été rapportées
aussi bien sur des cellules tumorales humaines (Chihara et a/., 1982 ; Matsushita
et al., 1981 ; White et al., 1985) ou murines (Aizawa et Hinkle, 1985 ; Dorflinger
et Schonbrunn, 1983) que sur des cultures de cellules hypophysaires de rat aprés
traitement par la dexaméthasone (Denef, Schramme et Baes, 1985).

Devant ces résultats dont la contradiction s’explique en partie par la diversité
des conditions expérimentales, nous avons tenté de préciser le réle de la TRH et
du VIP sur la sécrétion somatotrope en utilisant différents modeles in vivo (rat
non anesthésié intact ou porteur d’'une lésion de I'hypothalamus médiobasal) et in
vitro (incubation et périfusion d’antéhypophyses).

Matériel et méthodes.

Animaux. — Les expériences sont réalisées sur des rats males Wistar (Evic Ceba,
Blanquefort 33 France) pesant 250 & 300 g, maintenus pendant au moins
2 semaines dans une animalerie climatisée (22° + 1° C) et éclairée de 7 ha 19 h ou

de 2 h a 14 h selon les expériences. -

Lésions. — La destruction de I'hypothalamus médiobasal et la section de la tige
pituitaire sont obtenues selon la technique décrite par Dunn et Arimura (1974) 3
l'aide d’'un couteau de type Halasz ayant la forme d’un triangle de 3,5 mm de
coté. Les animaux lésés sont utilisés 4 jours apres |'opération. La lésion présente
la forme d’un triangle dont la base se situe au niveau de I'éminence médiane et le
sommet a proximité des noyaux paraventriculaires. Se trouvent ainsi détruits les
noyaux périventriculaires, arqués et ventromédians, une partie de I'hypothalamus
basolatéral et I'éminence médiane.

Etudes in vivo. — Ces études sont réalisées chez des animaux non anesthésiés
pouvant se déplacer librement dans leur cage. Pour cela avant chaque expérience
un cathéter en silastic (Dow Corning) est introduit par la veine jugulaire externe
droite jusqu’a l'oreillette droite.
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L’extrémité libre du cathéter est connectée a un tube en polyéthyléne {Clay-
Adams) ressortant au niveau de la nuque. Ce dispositif permet les prélévements
de sang et l'injection soit des produits étudiés, soit d’hématies mises en suspen-
sion dans une solution de NaCl 150 mmol/I pour limiter au minimum les modifica-
tions hémodynamiques que pourraient entrainer les prélévements répétés. Seuls
les animaux ayant récupéré leur poids préopératoire sont utilisés 4 jours apreés la
mise en place du cathéter.

Etudes in vitro.

a) Incubation. Aprés décapitation des animaux, I'anté-hypophyse est préle-
vée et sectionnée longitudinalement. Les demi-hypophyses obtenues sont incu-
bées-dans 1 ml de milieu 199-Hépés (Gibco) maintenu a 37 °C et saturé avec un
mélange 0,-CO, (95 %-5 %). Aprés 2 préincubations d'une heure, les demi-
hypophyses sont incubées 20 min en présence des différentes substances étu-
diées (pour chaque hypophyse une moitié sert de témoin a 'autre moitié). A la fin
de l'incubation, le milieu est recueilli et congelé jusqu'au dosage. Les demi-
hypophyses placées dans 1 ml de NaHCO3; 0,05 M, pH 10 sont détruites par les
ultra-sons puis centrifugées & 3 000 g pendant 20 min. Le surnageant est congelé
jusqu’au dosage.

b) Périfusion. — L'hypophyse, prélevée aprés décapitation des animaux, est
coupée en 8 fragments, lavée pendant 30 min dans le milieu 199-Hépeés (Gibco)
puis placée dans une chambre de périfusion de 300 pl maintenue a 37 °C ou elle
sera lavée avec le méme milieu & un débit de 100 pul/min pendant 120 min, c'est-a-
dire jusqu’a I'obtention d’une sécrétion basale de GH stable. Ensuite, les substan-
ces étudiées sont ajoutées au milieu et I'effluent est recueilli toutes les 1 ou 3 min
avant d’étre congelé jusqu’au dosage. Les résultats sont exprimés en ng/min et
en |Al], en ng d’hormone libérée. |/ | représente la quantité totale d’hormone
libérée pendant la réponse secrétoire a la substance étudiée, diminuée de la quan-
tité d’hormone libérée pendant la méme période dans les conditions basales.

Produits. — La TRH a été gracieusement fournie par Roche (Neuilly, 92 France).
Le VIP provient de Sigma Chemical Company.

—

Dosage de I'hormone de croissance. — Les concentrations de GH sont déterminées
par dosage radio-immunologique utilisant les réactifs fournis par le NIADDK (Md,
USA) contre les standards GH-RP; et GH-RP,.

Analyse statistique. — Les résultats représentent la moyenne + SEM. La compa-
raison des groupes est réalisée a I'aide du test t de Student ou du test U de Mann
et Whitney selon les cas.

Résultats.
Expériences « in vivo ».

La figure 1 montre que l'injection intraveineuse de doses croissantes de TRH
n‘a pas d’'effet sur les concentrations plasmatiques de GH de I'animal intact. En
revanche, la TRH entraine une augmentation significative et dépendant de la dose
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des concentrations plasmatiques de GH des animaux présentant une Iésion impor-
tante de I'hypothalamus. L’effet de la TRH, qui se prolonge 20 a 30 min selon la
dose, atteint son maximum 10 min aprés |'injection.
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FIG. 1. — Etude de [l'effet d’une infection de NaCl 150 mmol/l ) ou de 0,4 (/.), 2 () ou

10 ug/100 g (®) de TRH sur les concentrations plasmatiques de GH de rats vigiles intacts (N) ou
/ésés (L). Le nombre d’animaux utilisés est indiqué entre parentheéses.

Le VIP, ala dose de 2,5 ug/100 g provoque (fig. 2) une élévation significative
de GH tant chez I'animal normal que chez I'animal 1ésé. La réponse atteint son
maximum dans les 5 min qui suivent l'injection et se prolonge pendant 20 min.
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FIG. 2. — FEtude de l'effet d'une injection de NaCl 150 mmol/l (®) ou de 2,5 ug/100 g de VIP (‘)
sur les concentrations plasmatiques de GH de rats vigiles intacts (N) ou /ésés (L). Le nombre
d’animaux utilisés est indiqué entre parenthéses.

Expérience « in vitro ».

La TRH & la dose de 10-7M provoque la libération de GH par des hypophyses
en périfusion {fig. 3). La moyenne des |A| est de 105 + 9,9 ng. L'augmentation
est rapide et de courte durée (30 min). Des doses cr0|ssantes de TRH (fig. 4)
induisent une stimulation dose dépendante de la libération de GH par des demi-
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hypophyses provenant aussi bien de rats intacts que de rats lésés. Pour cet effet,

la TRH présente une affinité apparente (calculée selon Parker et Waud, 1971) de
1,22 + 0,4 x 10-8M.
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T I Y I T Y T I FIG. 3. — Effet de fa TRH (1077M) sur la libération
o 0 0 20 30 40 S0 60 de GH par des hypophyses périfusées (n = 4).
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FIG. 4. — Effet des doses croissantes de TRH f S
sur la sécrétion de GH lors d’incubation de ©
demi-hypophyses provenant de rats intacts 5 504
(N) ou /ésés (L). Les résultats sont expri- &
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: » 104 S \ §
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Le VIP, a des concentrations croissantes (fig. 5), stimule la libération de GH
par des demi-hypophyses incubées avec une affinité apparente (calculée selon
Parker et Waud, 1971) de 2,5 x 10-°M.
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Discussion.

Cette étude confirme la complexité de la réponse somatotrope a la TRH qui
contraste avec la réponse au VIP. La TRH ne modifie pas la concentration plas-
matique de GH de I'animal éveillé intact mais I'éléeve de facon dose-dépendante
chez I'animal porteur d’une lésion de I'hypothalamus médiobasal. Cette augmen-
tation évoque les résultats obtenus chez le rat aprés large destruction de I’hypo-
thalamus {Chihara et a/.,, 1976a} ou lésion électrolytique de I'éminence médiane
(Muller et al., 1977). Toutefois, dans ces études, la relation dose-effet n’est pas
clairement établie. Une stimulation de la sécrétion somatotrope par la TRH est
également obtenue chez I'animal anesthésié a I'hydrate de chloral (Bluet-Pajot et
al., 1986), 'uréthane (Kato et a/., 1975) ou I'éther (Chihara et a/., 1976a). Mais
c’est une inhibition de ia sécrétion de GH qui est observée par administration de
TRH a I'animal anesthésié au pentobarbital (Brown et Vale, 1975 ; Taché et al.,
1977). Ainsi, les anesthésiques affectent non seulement la sécrétion de GH (Kato
et al., 1975 ; Martin, 1973-1974) mais également la réponse sécrétoire de GH a
différents stimulus. Il apparait que la sensibilité de la sécrétion somatotrope aux
anesthésiques rend contestable l'interprétation des expériences effectuées chez
I'animal anesthésié.

Le VIP éléve les concentrations plasmatiques de GH de I'animal normal
comme celles de I'animal 1ésé. Cet effet est obtenu avec des doses deux fois plus
élevées (2,5 1g/ 100 g) que celles utilisées dans I'étude soulignant "absence de sti-
mulation somatotrope aprés injection intraveineuse de VIP au rat (Vijayan et a/.,
1979).

La stimulation de la sécrétion de GH par la TRH ou le VIP sembie impliquer
une action directe des deux peptides sur la cellule somatotrope puisqu’elle peut
étre reproduite in vitro aussi bien au cours d’incubation statique que dans un
systéme dynamique de périfusion. Dans ces conditions, la dose efficace 50 {DES0)
vis-a-vis de la libération de GH est de 1,2 x 10-8 mol/l pour la TRH et
2,5 x 10-2 mol/l pour le VIP.

Tant pour la TRH que pour le VIP, l'effet sur la sécrétion somatotrope est
transitoire, 20 min, malgré le maintien de la périfusion (données non représentées
pour le VIP). Les résultats rapportés dans la littérature concernant I'effet des deux
peptides sur la sécrétion de GH apparaissent dépendre de la méthode d’étude et
de I'origine de I'hypophyse utilisées. La TRH provoque la sécrétion de GH par des
hypophyses de rat périfusées {Carlson, Martitz et Daughaday, 1974) ou par des
cellules d'hypophyse bovine en culture (Machlin et a/., 1974) mais se révéle sans
action sur les cultures de cellules hypophysaires d'origine humaine {Adams, Braj-
kovich et Mashiter, 1981) ou murine (Szabo et a/., 1984) ou au cours d'incuba-
tions de demi-hypophyses de rat (Enjalbert et a/., 1980). L'effet du VIP sur la
sécrétion de GH a été décrit sur des cellules d'origine tumorale (Aizawa et
Hinkle, 1985 ; Chihara et a/., 1982, Dorflinger et Schonbrunn, 1983 ; Matsushita
et al., 1981 ; White et a/., 1985) mais non au cours d'incubations d'hypophyses
de rat normal (Enjalbert et a/., 1980). L'absence d'effet, dans certaines expérien-
ces, de la TRH comme du VIP, peut s’expliquer par I'utilisation de temps d’incu-
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bation trop long par rapport a la brieveté de I'action des peptides gue nous obser-
vons.

Une action du VIP par l'intermédiaire des récepteurs du GRF, envisageable
du fait de I'analogie structurale des deux peptides, parait peu probabie dans nos
conditions expérimentales. En effet, si le GRF déplace le VIP de ses récepteurs
pancréatiques et intestinaux (Pandol et a/., 1984), le VIP jusqu’a une concentra-
tion de 10-7 mol/l, ne déplace pas le GRF de ses récepteurs hypophysaires (Sei-
fert et al., 1985).

Plusieurs explications peuvent étre apportées a |'absence de stimulation par
la TRH de la sécrétion de GH chez I'animal intact : a) une modification de la
réceptivité des hypophyses selon les conditions physiologiques, hypothése qui
peut étre écartée puisque, in vitro, nous obtenons la méme réponse a la TRH
avec I'hypophyse d’animaux lésés ou normaux ; b) un hypothyroidisme consécutif
a la lésion qui révélerait un effet de la TRH sur la sécrétion de GH (Chihara et al.,
1976b). Cependant, 4 jours aprés la lésion, la triiodothyroninémie des animaux
n‘est pas modifiée ; ¢} l'interaction d’'un ou plusieurs facteurs hypothalamiques
avec la TRH puisque l'effet du tripeptide ne se manifeste qu’aprés lésion de
I'hypothalamus ou in vitro, c’est-a-dire lorsque I’hypophyse ne recoit plus de mes-
sages de I'hypothalamus. Il y a, par exemple, perte du rétro-contréle négatif par la
somatostatine.

En conclusion, avec la TRH et le VIP, nous sommes en présence de deux
neuropeptides qui exercent directement sur la cellule somatotrope un effet stimu-
lant & des concentrations compatibles avec une intervention physiologique de ces
peptides sur la sécrétion de I'hormone de croissance. |l reste & déterminer le ou
les facteurs qui interférent de facon négative avec la TRH.

12¢ Réunion du groupe Développement I.N.R.A.,
Montpellier, 28-30 mai 1986.
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