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ABREVIATIONS UTILISEES :

ACTH : adrenocorticotropic hormone.

AC : anticorps.

AdC : adenylate cyclase.

aMSH : a- melanocyte stimulating hormone.
AMPC : adenosine monophosphate cyclique.
ARNmM : acide ribonucléique messager.

Arg: arginine.

b-EP : b - endorphine peptide.

b-LPH : b - lipo protein hormone.

CLIP corticotropic like intermediate lobe peptide.
CRH : corticotrophin relaising hormone (corticolibérine).
FSC cellule folliculostellaire.

FSH follicle stimulating hormone.

GABA : g-aminobutyric acid.

GAD : glutamic acid decarboxylase.

GFAP : glial fibrillary acid protein.

GC: glucocorticoide.

GH: growth hormone.

g- LPH: g- lipo protein hormone.

GNS : granules neurosécrétoires.

03-mSH : g3-melanocyte stimulating hormone.
HIS : hibridation in situ.

ICSH : interstitial cell stimulating hormone.
Ir: immunoréactivité.

LA : lobe antérieur.
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LH:
LI:
LN :
LNI :
LT :
Npe :
NPV :
NSO :

NSCh :

NRCh :
OoT :

OVLT :
PACAP :

PC:

PC1:
PC2 :
PBS :
PKA :

POMC :

PRL :
RG :
TH:
TN :
TRH :
TSH:
VIP :
VP :

luteinizing hormone.

lobe intermédiaire.

lobe nerveux.

lobe neurointermediaire.

lobe tuberal.

noyau périventriculaire

noyau paraventriculaire.

noyau supraoptique.

noyau suprachiasmatique

noyau rétrochiasmatique.

ocytocine.

organe vasculaire de la lame terminale.
peptide hypophysaire activateur de I"adenylate cyclase.
post coit.

endopeptidase 1.

endopeptidase 2.

phosphate-buffered saline.

proteine kinase AMPc dépendante.
proopiomelanocortine.

prolactine.

recepteur glucocorticoide.

tyrosine hydroxylase.

terminaison nerveuse.

thyréolibérine (thyreo-relasing hormone).
thyréostimuline (thyreo-stimulating hormone).
peptide vasointestinal.

vasopressine.

12

T

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

INTRODUCTION et PRESENTATION
DU SUJET

14

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

INTRODUCTION et PRESENTATION DU SUJET

Le Sahara, désert chaud des zones arides est caractérisé par des
températures élevées et des précipitations faibles et irréguliéres. Malgré leurs
conditions climatiques défavorables et leur apparente inhospitalité, les déserts
abritent de nombreuses espéces de mammiféres. Pour y survivre, les rongeurs ont
développé différentes stratégies adaptatives. Grdace a une double adaptation,
comportementale et physiologique, la plupart des rongeurs désertiques sont
capables d'assurer la régulation de leur température corporelle et parviennent a

maintenir I"équilibre hydrique de leur organisme.

En effet, pour échapper aux conditions rigoureuses du climat, de nombreux
rongeurs désertiques adaptent un rythme de vie nocturne et construisent des
terriers plus ou moins profonds, maintenant ainsi une certain degré hygrométrique
(Peter, 1961; Hooper et coll., 1972). L"économie de I|'eau chez ces rongeurs
constitue I'un des exemples les plus frappant de I|'adaptation physiologique a
I"environnement (Schmidt-Nielsen et Schmidt-Nielsen, 1961). Alors que les
connaissances sur la régulation de I"équilibre hydrominéral chez les espeéces vivant
dans les zones tempérées sont exhaustives, celles concernant les espéces vivant
dans les milieux arides sont moins nombreuses et sont généralement considérées
surtout sur le plan des adaptations périphériques rénales. Les facteurs éthologiques
et les adaptations physiologiques périphérique intervenant dans I"économie de I'eau
chez les rongeurs désertiques, demeurent insuffisants sans une régulation centrale
neuroendocrinienne. Le systéme hypothalamo-neurohypophysaire est le plus étudié

et le mieux connu pour son implication dans la régulation hydrominérale.

15

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

Des études ont été réalisées sur le lobe intermédiaire de I'hypophyse chez
différentes espéces de rongeurs et certaines données suggérent son implication
dans la régulation de I"équilibre hydrominéral. Ce lobe est essentiellement composé
de cellules mélanotropes qui synthétisent I"a-MSH a partir d'un précurseur
commun aux cellules corticotropes du lobe antérieur, la POMC (pro-
opiomélanocortine). Legait et coll., (1966) ont rapporté que le lobe intermédiaire de
I"hypophyse était particulierement développé chez les rongeurs adaptés a la vie
désertique et montre des modifications histologiques durant I'épreuve de
déshydratation. L"injection d"une solution saline provoque une libération d'a- MSH
chez le rat (Taleisnik et coll.,, 1973 ; Cyrkowics et Traczyk, 1975). Un effet
natriurétique a été montré chez le rat (Orias et McCann, 1970, 1972), et le hamster
(Hradec et Horkyk, 1979). Des variations histologiques du lobe intermédiaire et des
changements dans le contenu en a- MSH apreés surchage en sodium ont été observés
chez le rat (Duchen, 1962 ; 1968 ; Kastin, 1967; Howe et Thody, 1970). Des études
morphométriques chez la souris, révelent une stimulation transitoire des cellules
mélanotropes a la fois aprés surcharge ou privation en sodium (Kobayashi et Takema
1976, Shmitt et coll., 1982) et aprés hydratation excessive (Kobayashi et coll.
1984). D'autres observations ont montré une modification du contenu en a-MSH, du
taux d"ARNmM codant pour la POMC et de la biosynthese de la POMC dans le lobe
intermédiaire de souris aprés surcharge en sodium (Elkabes et Loh, 1988) et aprés
déshydratation ou hydratation excessive (Leenders et coll., 1990), suggérant que
les peptides dérivés de la POMC du lobe intermédiaire de I"hypophyse sont

probablement impliqués dans I'osmorégulation.

Si le LI parait bien caractérisé chez les différentes espéces de
mammiféres des zones tempérées, trés peu de données concernent le LI de

I"hypophyse des rongeurs désertiques. Dans ce contexte, nous avons entrepris dans
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une premiere partie, I'étude détaillée du L1 chez un rongeur désertique, la gerbille
(Gerbillus pyramidum), dans laquelle nous décrirons au chapitre 111 les
caractéristiques morphologiques, immunocytochimiques et ultrastructurales de ce
lobe. Afin de dégager un aspect fonctionnel de la glande et son implication dans la
régulation de I"équilibre hydrominéral, nous étudions les variations saisonnieres et
les effets de I"hydratation et de la déshydratation sur le LI de I"hypophyse de

gerbille.

D'autre part, il est bien établi actuellement que les noyaux hypothalamiques
supraoptiques (NSO) et paraventriculaires (NPV) contiennent des neurones
neurosécrétoires qui synthétisent la vasopressine (VP) et I'ocytocine (OT) et leurs
neurophysines respectives. Ces deux peptides majeurs sont, apres transport axonal
et stockage, libérés par les terminaisons nerveuses du lobe nerveux de I"hypophyse
dans la circulation générale pour contréler la balance hydrique (Emmers, 1973), la

contractilité du muscle utérin et I'éjection de lait (Cross, 1958 ; Munsick, 1960).

L"organisation du systeme hypothalamo-hypophysaire a été décrite chez le
rat (Vandesande et Dierickx, 1975; Sokol et coll., 1976) chez le cobaye (Sofroniew
et coll., 1979; Dubois-Dauphin et coll., 1989a, 1989b). La distribution des neurones
vasopressinergiques et ocytocinergiques dans le systéme nerveux central a été
décrite chez la gerbille mongolienne (Meriones inguiculatus) (Ching-Ming WU et
Ching-Liang Shen, 1994). Les neurones magnocellulaires sont donc répartis
principalement dans deux formations bien délimitées de I"hypothalamus, les noyaux
supraoptiques et paraventriculaires, mais aussi dans plusieurs noyaux accessoires.
Dans tous ces noyaux, les deux types de neurones VP et OT coexistent dans des
proportions variables selon les especes. De nombreuses études ont été réalisées sur

le systéme neurosécrétoire hypothalamo-hypophysaire chez différentes espéces de
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mammiferes des zones tempérées, mais, tres peu de données concernent les
rongeurs désertiques. Chez la gerboise, rongeur hibernant de zone semi-désertique,
il a été rapporté que le systeme hypothalamo-posthypophysaire manifeste une
faible réactivité a la stimulation osmotique (Raji et coll., 1994). Au contraire, Rabhi
et coll.,, (1996) ont montré que I'activité du systeme hypothalamo-posthypophysaire
chez la mérione (Meriones shawi), rongeur désertique, soumise a une déshydratation

prolongée est augmentée par rapport a I"animal en régime libre.

Vu I"importance de la VP et de I"OT dans la régulation de I'équilibre
hydrominéral, il nous a paru nécessaire d'étudier dans une deuxieme partie, la
distribution des neurones vasopressinergiques et ocytocinergiques dans les NSO,
les NPV et les noyaux accessoires de I"hypothalamus ainsi que les variations
éventuelles du systéme neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire chez un

rongeur saharien dans des conditions d"hydratation et de déshydratation.

Nous avons choisi la gerbille (Gerbillus Pyramidum) comme modéle
expérimental pour cette étude, car ce rongeur désertique ne boit pas d'eau libre
dans les conditions de vie sauvage. Maintenue en captivité au laboratoire, cette
espece est capable de résister a une déshydratation par privation d'eau pendant
une longue période excédant les six mois, alors que la vie d'un rat déshydraté se

limite a quelques jours.

Dans le chapitre I, sont rappelées les données bibliographiques concernant
d'une part, I'hypophyse, en particulier le LI et d‘autre part, le systeme
neurosécrétoire hypothalamo-hypophysaire. Ces données concernent
essentiellement I'hypophyse de rat, espéce la plus étudiée dans la littérature et
modele expérimental généralement utilisé. Apres avoir présenté I"animal étudié et

décrit les méthodes utilisées dans le Chapitre 11, nous exposons dans le chapitre
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111 les résultats concernant I'étude du lobe intermédiaire de I"hypophyse et ses
variations. L'étude du systéme neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire
fera I'objet du chapitre 1V. Dans chacun des chapitres, seront discutés I'ensemble

des résultats obtenus et une conclusion générale est donnée a la fin de ce mémoire,

suivie des références bibliographiques qui ont été consultées.
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Chapitre 1

RAPPELS
BIBLIOGRAPHIQUES

Ce chapitre bibliographique comprend deux parties: la premiére sera
consacrée aux données anatomiques, structurales et physiologiques sur I'nypophyse,
et plus particulierement le lobe intermédiaire ; la deuxiéme partie comprendra des
rappels anatomo-fonctionnels sur le systeme neurosécrétoire hypothalamo-

neurohypophysaire.
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Partie 1

Données anatomiques, structurales et physiologiques
sur I'hypophyse en général et sur le lobe

intermeédiaire en particulier.
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1-ANATOMIE DE L"HYPOPHYSE DE RAT

L"hypophyse est une glande endocrine située a la base du cerveau auquel
elle est reliée par la tige hypophysaire ou tige pituitaire. Elle est constituée de
deux régions distinctes de par leur origine embryologique et la nature des tissus qui
la constituent: Le lobe nerveux (LN) ou posthypophyse et I'adénohypophyse,

comportant le lobe antérieur (LA), le lobe tubéral (LT) et le lobe intermédiaire (L1).

1-1- Le lobe nerveux (LN) :

Le LN est une extension caudale du diencéphale. 1l est constitué de
terminaisons nerveuses entourées de cellules gliales: les pituicytes. Les
terminaisons établissent des synapses neuro-hémales avec des capillaires sanguins
dans lesquels elles secrétent deux hormones, I'ocytocine et la vasopressine,
synthétisées dans des corps cellulaires distincts situés dans les noyaux

supraoptiques et paraventriculaires de I"hypothalamus.

1-2- L"adénohypophyse :

Partie purement glandulaire de I"hypophyse, elle comprend trois parties
distinctes: le lobe antérieur (LA), le lobe tubéral (LT) et le lobe intermédiaire (LI).
Bien que le LI fasse partie de I'adénohypophyse du fait de son origine
embryonnaire, il forme une entité anatomique avec le LN, appelée le lobe neuro-
intermédiaire (LNI). Le LN est séparé du LA par la fente hypophysaire, reliquat de

la lumiére de la poche de Rathke.
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L'adénohypophyse se forme a partir d'une évagination de I"épitélium
pharyngien, la poche de Rathke, qui se développe en direction du diencéphale vers le

11éme-12eme jour du développement embryonnaire chez le rat.

* La partie basale et antérieure de la poche de Rathke correspond a

la région présomptive du LA.

* La partie dorsale postérieure de la poche de Rathke, qui entre en

contact direct avec le LN, correspond au territoire présomptif du LI.

* Le lobe tubéral se forme da partir d*extensions antéro-latérales de

la poche de Rathke, les lobes latéraux.

Bien que la formation de I'adénohypophyse et de I"hypothalamus soit sans
relation apparente, il est intéressant de constater que leurs régions présomptives
sont adjacentes et constituent déja une entité aux stades précoces de
I'embryogenese (des le stade neurula), comme cela a été démontré chez le poulet
par les études de Couly et Le Douarin (1985) ; 1987), et chez le Xénope par les
travaux de Kawamura et Kikuyama (1992), ainsi que par ceux de El Amraoui et

Dubois (1993).

2- HISTOLOGIE DE L'ADENOHYPOPHYSE DE RAT
2-1- Le lobe antérieur (LA)
Le LA est constitué d'une population hétérogeéne de cellules glandulaires :

- Les cellules corticotropes qui synthétisent I"hormone corticotrope (ACTH,

adrénocorticotropic hormone) & partir de la Proopiomélanocortine (POMC),

précurseur commun aux cellules mélanotropes du LI. Elles représentent environ 5%
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des cellules du LA. De forme polygonale ou étoilée, ces cellules contiennent des

granules sécrétoires de 200 a 250 nm de diamétre alignés le long du plasmalemme.

- Les cellules lactrotropes qui sécretent de la prolactine (PRL). Ce sont des
cellules rondes caractérisées par des granules sécrétoires généralement de grande

taille (200 a 300 nm) et de forme irréguliere.

- Les cellules somatotropes qui synthétisent I"hormone de croissance (GH).
De forme ronde ou ovale, ces cellules sont caractérisées par des granules de

sécrétion de fort diameétre (300 d 350 nm).

- Les cellules gonadotropes qui synthétisent les hormones gonadotropes
FSH (Follicle Stimulating Hormone) et LH (Luteinizing Hormone) chez la femelle ou
ICSH (Interstitial Cell Stimulating Hormone) chez le male. De forme ronde ou

polygonale, ces cellules contiennent des grains de sécrétion de 200 a 250 nm.

- les cellules thyréotropes qui synthétisent de la thyréostimuline ou TSH
(Thyroid Stimulating Hormone). Ce sont des cellules polygonales, caractérisées par

des granules sécrétoires de 100 a 120 nm de diametre.

Ces différents types de cellules sont organisés en cordons cellulaires autour
d'abondants capillaires sanguins & endothélium fenétré dans lesquels elles
déversent leurs produits de sécrétion. La sécrétion des hormones du lobe antérieur
est régulée par voie humorale par les facteurs de libération relachés par les
terminaisons nerveuses au niveau de la zone externe de I"éminence médiane dans les

capillaires du plexus primaire du systeme porte hypothalamo-hypophysaire.

Les cordons glandulaires contiennent également une population particuliere de
cellules gliales, les cellules folliculostellaires (CFS). Ces cellules de forme étoilée,

sont souvent organisées en follicules. Si la structure de ces cellules est bien

24

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com


http://www.fineprint.com

décrite, leur fonction est encore mal connue. Certains auteurs leur attribuent un
role dans la modulation des activités physiologiques du lobe par la libération de

nombreuses substances bioactives (pour revue, voir Allaerts et coll., 1990).

2-2- Le lobe tubéral (LT)

Le LT s"étend sous I"éminence médiane. Il est constitué de «cellules propres»
qui contiennent des vésicules de sécrétion denses aux électrons de 100 nm de
diamétre (Stoeckel et coll., 1979). Au cours de l'ontogénése ces cellules expriment
trés précocément (stade feetal 12 ) la sous-unité a des hormones glycoprotéiques
(Stoeckel et coll.,, 1993). Ce lobe contient également des cellules gonadotropes
(Baker et coll., 1975) et des cellules de type glial. 1l est richement vascularisé par
les capillaires fenétrés du plexus primaire du systéme porte hypothalamo-
hypophysaire avec lesquels les fibres neurosécrétrices de I'hypothalamus

établissent des contacts neuro-hémaux (Stoeckel et coll., 1979).

2-3- Le lobe intermédiaire (L)

Le lobe intermédiaire de I"hypophyse fait partie intégrante du systeme

hypothalamo-hypophysaire qui constitue un ensemble neuroglandulaire complexe.

2-3-1- Les divers types cellulaires :

Le L1 est une structure compacte, pratiqguement avasculaire, constitué a
plus de 95% par des cellules mélanotropes. Tout comme les cellules corticotropes du
LA, elles expriment le géne de la POMC et synthétisent principalement I'a- MSH

(a- Melanocyte Stimulating Hormone) et la b-endorphine. Ces cellules sont
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regroupées en lobules, tapissés par une lame basale et délimités par une fine couche
de tissu conjonctif. De forme ronde ou polyédrique, elles présentent un appareil de
Golgi et un ergastoplasme bien développés et contiennent un nombre important de
grains de sécrétion d'un diamétre de 200 a 250 nm, caractérisés par leur densité
tres variable aux électrons. La variation de densité des grains est apparemment liée
a la maturation de leur contenu sécrétoire (Stoeckel et coll., 1985a). Il existe
également quelques cellules de type corticotrope localisées dans la région rostrale
du LI, en bordure du LN. Ces cellules ont été particulierement bien définies dans le
LI de souris (Stoeckel et coll., 1971 ; 1981). Elles sont de taille plus petite que les
cellules mélanotropes et présentent des signes d'activité de synthése moins
importante. Elles sont surtout caractérisées par la présence de grains de sécrétion
de petit diamétre (environ 200 nm) régulierement répartis dans le cytoplasme

marginal, le long de la membrane plasmique.

Ces cellules morphologiquement assimilables a des cellules corticotropes
réagissent comme les cellules corticotropes du lobe antérieur apres

surrénalectomie chez la souris et le rat (Stoeckel et coll., 1971, 1973 a et b).

Le LI contient aussi des cellules non glandulaires, ce sont des cellules
épithéliales et des cellules de type glial appelées cellules folliculo-stellaires. Les
cellules épithéliales bordent la fente hypophysaire; elles sont unies par des
jonctions serrées (tight junctions) et des desmosomes. Les cellules folliculo-
stellaires (CFS), riches en microfilaments et en microtubules accompagnent les
fibres nerveuses et s'insinuent avec elles (par leurs extensions) dans les espaces
intercellulaires. Contrairement aux cellules folliculo-stellaires du lobe antérieur,
elles ne réagissent pas avec les anticorps dirigés contre la protéine gliale S100,

mais elles réagissent intensément avec les anticorps anti GFAP, protéine spécifique
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des astrocytes fibreux (Stoeckel et coll., 1981a). Comme les cellules glandulaires,
les CFS du L1 sont probablement aussi sous contrdle nerveux ainsi que le suggérent
les fréquents contacts synaptoides ou franchement synaptiques observés entre ces

cellules et les fibres nerveuses qui leur sont associées (Schmitt, 1982).

S"il est pratiquement avasculaire, le LI de I'hypophyse possede par contre,

une innervation bien développée.

2-3-2- L"innervation du LI.

L"innervation du L1 a été mise en évidence pour la premiere fois en 1894 par
R.Y. Cajal. Les fibres qui pénétrent dans le LI établissent des contacts directs avec

les cellules mélanotropes.

Ces fibres sont essentiellement des fibres dopaminergiques (Dahlstrom et
Fuxe 1966, Bjorklund et coll., 1970) dont les corps cellulaires sont localisés dans les

noyaux périventriculaires (groupe Al14) (Goudreau et coll., 1992).

Le GABA (acide gamma-amino butyrique) est également détectable (Oertel
et coll., 1982, Vincent et coll., 1982). Dans les fibres, il colocalise systématiquement

avec la dopamine (Vuillez et coll., 1987).

Le troisieme neurotransmetteur identifié dans les fibres innervant le L1 est
la sérotonine (Westlund et coll., 1982, Payette et coll., 1985). Elle colocalise de
facon non systématique avec la dopamine (Saland et coll.,, 1988a). Les fibres
sérotoninergiques non dopaminergiques seraient issues du noyau dorsomédian et du

noyau du Raphé (Mezey et coll., 1984).

A ce jour, aucune innervation peptidergique systématique du LI n'a été mise

en évidence chez le rat.
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Peptide signal Peptide H-terminal ACTH 5-LFH

H — I -

Peptide HM-terminal ACTH %~ LFH

a [
Feptide H-terminal ACTH 5-LFH

' | — I
Feptide N-terminal ACTH 5-LPH

i | I

Lobe anténenr de I'hypophyse / \ / \
— - - ._ - - e

Lobe it ediaire de I'h h
obe mternms wvpophyse

c-MEH CLIP y-LPH  B-ENDO

Maturation de la proopiomélanocortine (POMC) dans les lobes antérieur et
intermédiaire de I'hypophyse chez le rat.

Les clivages indiqués au dessus de la ligne existent dans les deux lobes. Ceux
du dessous n'existent que dans le lobe intermédiaire.

b- LPH : beta-lipotropine ; ACTH : hormone corticotrope ; a- MSH : hormone
mélano-stimulante alpha ; b- ENDO : beta-endorphine ; CLIP : peptide du lobe
intermédiaire. (D'aprés E. Herbert et coll., 1984. Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 48 : 375-384.
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3- LA PROOPIOMELANOCORTINE (POMC).
3-1- Localisation :

Dans I'hypophyse, le gene de la POMC est exprimé dans les cellules

mélanotropes et les cellules corticotropes (Mains et Eipper, 1979).

Dans le systeme nerveux central, bien que I"ARNm de la POMC ait été
détecté au niveau de I"amygdale, du tronc cérébral, du cervelet et du noyau arqué
de I"hypothalamus (Civelli et coll.,, 1982), les corps cellulaires des neurones
exprimant la POMC n'ont été localisés que dans le noyau arqué et le noyau du
tractus solitaire (Gee et coll., 1983, Katchaturian et coll., 1985). Les fibres issues
du noyau arqué projettent extensivement dans tout le cerveau et en particulier
dans I'amygdale, I"aire préoptique, le lit de la strie terminale, le locus coeruleus, la
substance noire et le noyau du tractus solitaire (Watson et coll., 1977), mais pas

dans la zone externe de I"éminence médiane.

Au niveau périphérique, le gene de la POMC est exprimé dans la
medullosurrénale (Civelli et coll., 1982, Jingami et coll., 1984) dans les ovaires (Chen
et coll.,, 1986) et les testicules (Pintar et coll.,, 1984) et dans les macrophages

(Lolait et coll., 1986).

3-2- Gene et modifications post-traductionnelles de la POMC :

Le géne de la POMC est un géne & copie unique d'environ 7kb. Il est
constitué de trois exons séparés par de larges introns (d*environ 3,9 et 2,8kb)
(schéma). Le site d"initiation de la traduction est situé a la fin du deuxieme exon. Le

premier exon (environ 100 nucléotides) et la moitié du second exon (environ 150

29

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

nucléotides) correspondent a des séquences non traduites. L'essentiel de

I"information génétique pour la POMC mature est contenu dans le troisiéme exon.

Du coté 5" du gene, la région promotrice contient les informations
nécessaires a la spécificité tissulaire de I'expression du géne et a sa régulation

transcriptionnelle (pour revue voir Lundblad et Roberts, 1988).

La synthése de la POMC suit la voie de synthése des protéines de sécrétion
décrite par Palade en 1975. La premiere étape de maturation de la POMC est la
suppression de la séquence signal N-terminale (15 acides aminés), réalisée par une
signalase. Ce clivage a lieu avant la fin de la traduction, des que la protéine entre

dans I'espace intracisternal de |I'ergastoplasme (Blodel et Dobberstein, 1975a et b)

La prohormone subit ensuite une série de réactions de glycosylation qui se
produisent dans le réticulum endoplasmique au niveau des séquences du peptide 16K,
du CLIP et de la g3-MSH (Phillips et coll., 1981). Le poids moléculaire de la POMC
varie de 31 & 36 KDa en fonction du degré de glycosylation. Apreés le transfert de la
prohormone dans |*appareil de Golgi, il se produit une phosphorylation partielle au

niveau de la séquence correspondant a I"ACTH (Bennet et coll., 1981).

La suite des processus de maturation comprend le clivage de la prohormone
par des endo-peptidases puis par des exo-peptidases, et des réactions
d'acétylation et d'amidation. Ces événements se produisent dans les vésicules de
sécrétion comme cela a été montré par des études immunocytochimiques en
microscopie électronique, a I"aide d'anticorps spécifiques dirigés contre différents

peptides dérivés de la POMC (Stoeckel et coll., 1983 et 1985a).

La nature des produits finaux issus de la POMC dépend de I'équipement
enzymatique présent dans les tissus. Dans les cellules corticotropes adultes, la

POMC est clivée principalement au niveau de trois doublets Lys-Arg, engendrant le
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peptide 16K, le peptide de jonction, I'ACTH 1-39 et la b-LPH. Les molécules

synthétisées dans les cellules corticotropes ne sont jamais acétylées.

Dans les cellules mélanotropes adultes, un clivage s*effectue au niveau de
plusieurs autres doublets basiques, donnant ainsi naissance aux différentes g MSH
(0, 2, 3-MSH), a I'a-MSH, au CLIP, & la g LPH et aux endorphines. Ces
modifications peuvent varier pendant l'ontogenése et au cours du processus de

régulation (Eberle, 1988; Smith et Funder, 1988).

3-3- Expression du géne de la POMC au cours du développement :

L'expression du gene de la POMC débute trés tot au cours du
développement. Ainsi par hybridation in situ, des cellules contenant I"ARNm de la
POMC peuvent étre détectées dés le 15éme jour PC, dans la partie ventrale du LA,
puis 24 heures plus tard, dans la région médiane du LI, la plus étroitement associée
au LN (Hindelang et coll., 1990). L"apparition de I"ARNm précéde de 24 heures celle
des peptides correspondants, détectés par immunocytochimie. A ce stade, il existe
déja un clivage de la POMC et les formes désacétylées de I'a-MSH et de
la b- endorphine sont majoritaires (Pintar et Lugo, 1987 ; Hindelang et coll., 1990).
Des études réalisées chez la souris ont montré que si la b-endorphine est déja
acétylée quelques jours avant la naissance, il n"en est pas de méme pour I'a- MSH
dont la forme acétylée n'apparait qu'a partir du premier jour post-natal, avec la
forme diacétylée. A partir du troisieme jour post natal, I'a- MSH diacétylée devient
majoritaire et le restera chez I'adulte (Leenders et coll., 1986). De plus, des études
faites sur |I'ontogénése de I'expression des endopeptidases PCl (enzyme
responsable du clivage de la POMC en ACTH et en b-LPH ) et PC2 (enzyme

responsable du clivage de I"ACTH en a-MSH et de la b-LPH en b-endorphine)
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(Bloomquist et coll., 1991; Zhou et coll.,, 1993) montrent que chez la souris, aux
stades précoces, PC1 et PC2 sont exprimés dans les cellules du LI et les cellules
corticotropes du LA, et que progressivement PC2 disparait des cellules

corticotropes (Marcinkiewicz et coll., 1993).

Dans le systeme nerveux central, le clivage de la POMC est comparable a
celui observé dans les cellules mélanotropes, mais I'a-MSH se trouve
essentiellement sous sa forme non acétylée (Turner et coll., 1983, Chrétien et coll.,

1984).

3-4- Régulation de la synthése et de la sécrétion des dérivés de la POMC dans

I"hypophyse
3-4-1- Dans le LA:

Les cellules corticotropes sont soumises a un contrgle de type humoral. Le
facteur stimulant dont les effets sont les mieux documentés est la corticolibérine
(CRH). Elle active des récepteurs membranaires, couplés positivement a I"adénylate
cyclase (AdC), qui induisent une augmentation de la sécrétion et, a plus long terme,
une stimulation de I'expression du gene de la POMC (Lunblad et Roberts 1988;
Smith et Funder 1988). Les récepteurs de la vasopressine (VP) du lobe antérieur de
I"hypophyse, sont couplés a une phospholipase C (Lutz-Bucher et Koch, 1983;
Raymond et coll., 1985). Situés sur les cellulles corticotropes (DuPasquier et coll.,
1991), ces récepteurs sont impliqués dans la libération de I"hormone
adrénocorticotrope, I"ACTH (Lutz-Bucher et Koch, 1983). lls sont appelés V3
(Baertschi et Fredli, 1985) ou Vib (Jard et coll., 1986) pour les différencier des
récepteurs Vla. La cellule corticotrope possede d'autres récepteurs couplés

positivement a I'AdC tels que les récepteurs au peptide vaso-intestinal (VIP), au
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peptide hypophysaire activateur de I'AdC (PACAP) ou les récepteurs b,
adrénergiques. Elle posséde également d*autres récepteurs tels que les récepteurs
de I'ocytocine, I'angiotensine I1, la cholécystokinine, dont I'activation modifie le
métabolisme des inositols phosphates et module I'activité des cellules

corticotropes.

L"inhibition de I"activité de synthése et de sécrétion des peptides dérivant
de la POMC est assurée par les glucocorticoides (GC), dont la production est
stimulée par I"ACTH au niveau du cortex surrénalien. Les effets des GC sont médiés
par des récepteurs de type I1. Bien qu'il semble nécessiter une interaction avec la
séquence NGRE identifiée dans le promoteur du géne de la POMC, le mécanisme

d'action impliqué au niveau génomique n"est pas, pour le moment, clairement établi.

3-4-2- Dans le LI :

Contrairement aux cellules corticotropes qui font I'objet d"une régulation
purement humorale, les cellules mélanotropes sont principalement soumises a un
controle nerveux direct impliquant les différents neurotransmetteurs cités

précédemment ("Innervation du LI1").

3-4-2-1- La Dopamine :

L'effet inhibiteur tonique de I'innervation dopaminergique a tout d‘abord
été démontré sur la libération des peptides dérivés de la POMC (Bower et coll.,
1974, Tilders et coll., 1975), puis sur I"expression du gene de la POMC (Hollt et
coll., 1982, Chen et coll., 1983). Il est médié par des récepteurs de type D2 (RD2),

caractérisés pharmacologiquement par Munemura et coll., (1980) et par Lightman et

33

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

coll., (1982). La présence des RD2 au niveau des cellules mélanotropes a été
démontrée par des études de liaison (Frey et coll., 1982, Salés et coll., 1989), puis
les ARNm correspondants ont été détectés par hybridation in-situ (H1S) (Meador-
Woodruf et coll., 1989). L'expression de ces récepteurs dans les cellules
mélanotropes est soumise & un rétrocontrdle négatif par la dopamine elle-méme
(Autelitano et coll., 1989b). Ces récepteurs sont couplés négativement & I"AdC
(Munemura et coll., 1980, Meunier et Labrie 1982, Cote et coll. 1986, Beaulieu et
coll., 1986). Leur activation conduit a une diminution de I"AMPc qui s"accompagne
d'une baisse de I'activité de la protéine-kinase AMPc-dépendante (PKA) (Miyazki et
coll., 1984), a la stimulation des conductances potassiques qui conduit a
I"hyperpolarisation des cellules et finalement, a I"inhibition de courants calciques
sensibles & la toxine pertussique (TP) (Williams et coll., 1990). Des études
¢lectrophysiologiques (Stack et Surprenant 1991) suggerent que I"inhibition de la
sécrétion est un phénoméne indépendant de I'AMPc, essentiellement lié &
I"activation des canaux potassiques et, dans une moindre mesure a I'inhibition des

courants calciques.

La dopamine intervient également dans la régulation d'activités
enzymatiques impliquées dans des modifications post-traductionelles des molécules
dérivées de la POMC. Elle inhibe I"expression des endopeptidases PC1 et PC2 (Birch
et coll,, 1991, Eipper et coll,, 1993) et I'activité de I'acétyltransférase, enzyme
responsable de I"acétylation de I'a- MSH et de la b-endorphine (Millington et coll.,

1986).
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3-4-2-2- L"Acide gamma aminobutyrique (GABA) :

Dans le LI, un important réseau de fibres GABAergiques a été décrit par
des études immunocytochimiques utilisant un anticorps anti-GAD (Glutamic Acid
Décarboxylase), enzyme de synthése du GABA (Oertel et coll.,, 1982; Vincent et
coll., 1982) ou un anticorps anti-GABA (Rabhi et coll., 1987; Sakaue et coll., 1988).
Le GABA colocalise systématiquement avec la dopamine (Vuillez et coll., 1987). La
réponse cellulaire au GABA s'effectue en deux temps. Dans un premier temps, la
stimulation des récepteurs GABA, conduit & une libération rapide et de courte
durée des peptides, et la stimulation des récepteurs GABAg provoque ensuite une
inhibition soutenue de la sécrétion (Tomiko et coll., 1983). Elle aboutit globalement
a une inhibition de la sécrétion. Le GABA induit également une diminution de

I"expression du gene de la POMC (Loeffler et coll., 1986).

3-4-2-3- La sérotonine :

Les effets de ['innervation sérotoninergique sont controversés. Il
semblerait qu'elle ait un effet stimulant sur la sécrétion des cellules mélanotropes

(Saland et coll., 1988 b).

3-4-2-4- Les Peptides :

Il n"existe pas d'innervation peptidergique du LI chez le rat. Parmi les
mammiferes, les Léporidés constituent une exception notable, car ils ne présentent
pas d'innervation dopaminergiques et gabaergique. En effet, chez le lapin et le
lievre, le LI est envahi par un important plexus d'axones immunoréactifs pour

I"ocytocine (OT) et la neurophysine associée, formant des contacts synaptiques
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avec les cellules glandulaires (Schimchowitsch et coll., 1983). Le L1 des léporidés

est soumis a un contréle peptidergique stimulant de type ocytocinergique.

3-4-2-5- La CRH :

Comme pour les cellules corticotropes, la CRH induit une augmentation de la
libération d"a- MSH, corrélée a une augmentation de la concentration intracellulaire
d'AMPc (Meunier et coll.,, 1985) et stimule I'expression du gene de la POMC

(Loeffler et coll., 1985).

3-4-2-6- La TRH :

Elle stimule la sécrétion d"a- MSH par I'intermédiaire d"un récepteur couplé

a la phospholipase (Trouslard et coll., 1989).

3-4-2-7- L"adrénaline et la noradrénaline :

Elles agissent positivement sur I'expression du gene de la POMC (Loeffler
et coll., 1988) et la sécrétion des peptides qui en dérivent (Bower et coll., 1974) via
un récepteur de type b, couplé positivement a I"AdC (Cote et coll., 1980, De Souza

1985).

3-4-2-8- Les glucocorticoides (GC) :

Les effets des GC sur les cellules mélanotropes ont été longtemps
controversés. Gagner et Drouin (1987) n'ont pas observé d'effet sur I'expression

du gene de la POMC. Beaulieu et coll., (1988) ont montré une diminution de I"ARNm
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de la POMC dans le LI d'animaux surrénalectomisés aprés traitement a la
dexaméthasone, et Eberwine et coll., (1987) ont observé un effet comparable sur
des cellules du L1 en culture. Seger et coll. (1988) ont montré une stimulation de
I"expression du géne de la POMC aprés section de la tige hypophyaire. A I"heure
actuelle, il apparait clairement que dans certaines conditions physiologiques, et en
particulier en I'absence de toute stimulation dopaminergique, les GC agissent
négativement sur I'expression du gene de la POMC. Cependant, les mécanismes
précis par lesquels la régulation négative de I"expression du géne de la POMC est
assurée ne sont pas élucidés. Il pourrait s"agir soit d'une liaison directe du RG
activé sur la séquence nGRE identifiée dans le promoteur du géne de la POMC, soit
d'un mécanisme plus complexe faisant intervenir des interactions RG-protéines

(Sheppard et coll., 1993).

4- ROLE PHYSIOLOGIQUE DU LI :

1l semble difficile de dégager chez les mammiféres une fonction spécifique
du L1 d'apres les propriétés des divers peptides libérés par la glande, d*autant plus
que ces peptides sont nombreux et que certains ne sont pas spécifiques des cellules
mélanotropes et sont sécrétés par des types cellulaires soumis a des controles

différents.

Le premier role mis en évidence de I'a- MSH est son pouvoir de dispersion
de la mélanine dans les cellules pigmentaires de la peau, les mélanocytes, chez les
Batraciens par un réflexe opto-pituitaire. De nombreux autres effets ont été
décrits. Ainsi, I"a- MSH est impliquée dans des mécanismes tels que la régulation de
la sécrétion de la prolactine (PRL) ou de LH (Ellerkman et coll., 1992), la

thermorégulation (Murphy et coll, 1983), la modulation des réactions
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inflammatoires (Cannon et coll., 1986 ; Davidson et coll., 1992), I"analgésie (Walker
et coll., 1980) et le contrdle cardiovasculaire (Gruber et coll., 1982). Elle modifie le
comportement, |'apprentissage et la mémorisation (De Wied et Jolles, 1982)
comme, elle intervient en tant que facteur neurotrophique aussi bien au niveau
périphérique que central (De Wied, 1990; Strand et coll., 1991; 1993). Ces effets
neurotrophigues sont médiés comme dans certains autres effets physiologiques par
des récepteurs des mélanocortines classés selon la nomenclature proposée par

Chhajlani et coll. (1993) en MCR-1, MCR-2, MCR-3, MCR-4 et MCR-5.

Plus récemment, il a été suggéré que les peptides dérivés de la POMC du LI
pourraient jouer un rdle modulateur du systéme immunitaire chez les mammiféres

(pour revue, voir Takeuchi, 2001).

Un certain nombre de travaux suggerent que le LI soit impliqué dans le
métabolisme hydrominéral. Ainsi, chez les rongeurs sahariens, il existe une relation
évidente entre le volume de la glande et I"adaptation aux conditions désertiques
(Legait et coll., 1966). Des changements dans le contenu en a- MSH de la glande ont
été rapportés chez des animaux surchargés en sodium ou privés d'eau (Duchen,
1962 ; Kastin, 1967 ; Howe et Thody, 1970 ; Roux et Dubois, 1976). Linjection
d'une solution saline provoque une libération d'a- MSH chez le rat (Taleisnik et
coll.,, 1973 ; Cyrkowics et Traczyk, 1975 ; Van Wimersma-Greidanus et coll., 1979).
Un effet natriurétique a été montré chez le rat (Orias et McCann, 1970, 1972), et
le hamster (Hradec et Horkyk, 1979). Des études morphométriques chez la souris,
révelent une stimulation transitoire des cellules mélanotropes a la fois apres
surcharge ou privation en sodium (Kobayashi, 1974 ; 1977; Kobayashi et Takema
1976; Schmitt et coll., 1982) et apres hydratation excessive (Kobayashi et coll.

1984). D'autres observations ont montré une modification du contenu en a- MSH, du

38

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

taux d"ARNm codant pour la POMC et de la biosynthese de la POMC dans le L1 de
souris apres surcharge en sodium (Elkabes et Loh, 1988) et aprés déshydratation ou

hydratation excessive (Leenders et coll., 1990).
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Partie 11

Le systeme neuroseécretoire
hypothalamo-neurohypophysaire:

données anatomo-fonctionnelles.
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1-NEUROANATOMIE DU SYSTEME

Le systéme neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaires est
parfaitement défini au plan anatomique et présente a cet égard des particularités
remarquables : les corps cellulaires et les dendrites des neurones magnocellulaires
sont essentiellement localisés dans les noyaux hypothalamiques supraoptiques et
paraventriculaires. Les axones des neurones forment des faisseaux qui longent
I'éminence médiane et les terminaisons de ces neurones sont principalement

regroupés dans le LN (Bargman et Scharrer, 1951 ; Lederis, 1974).

1-1- Les noyaux supraoptiques (NSO):

Ce sont des noyaux pairs qui regroupent les corps cellulaires de deux
populations de neurones peptidergiques a vasopressine (VP) et a ocytocine (OT). ILs
sont localisés bilatéralement du chiasma optique et sont constitués exclusivement
de neurones magnocellulaires (Swaab et «coll., 1975 ; Vandesande et

Diericks,1975 ; Hou-Yu et coll., 1986).

1-2- Les noyaux paraventriculaires (NPV) :

Ces noyaux présentent une cytoarchitecture hétérogéne dans laquelle des
¢léments magnocellulaires et parvocellulaires coexistent. 1ls sont compartimentés.
Les corps cellulaires des neurones magnocellulaires a VP sont regroupés dans la
partie la plus latérale des noyaux. Les neurones a OT sont distribués autour des
corps cellulaires des neurones a VP. Les neurones parvocellulaires, caractérisés par
leur petite taille, sont regroupés dans la région proche du Illéme ventricule

(Armstrong et coll., 1980).
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1-3- Les neurones magnocellulaires :

Les neurones magnocellulaires sont des cellules de grande taille répartis
principalement dans deux formations bien délimitées de I"hypothalamus, les noyaux
supraoptiques (NSO) et paraventriculaires (NPV) (Bargmann et Scharrer, 1951;
Du Vigneaud et coll., 1953 a, b) mais aussi dans plusieurs noyaux accessoires.
Dans tous ces noyaux, les deux types de neurones da vasopressine (VP) et a ocytocine
(OT) coexistent dans des proportions variables selon les espéces. Si les NSO et les
noyaux accessoires ne contiennent que des neurones magnocellulaires, les NPV par
contre, sont composés d'un mélange de neurones magnocellulaires et
parvocellulaires. Ces derniers, facilement identifiés par leur petite taille, ne font
pas partie du systeme hypothalamo-neurohypophysaire mais envoient des fibres
vers les capillaires du systéme porte dans la zone externe de I'éminence médiane et
projettent également vers de nombreuses aires extra-hypothalamiques du cerveau
et de la moelle épiniére ol ils établissent des contacts synaptiques (Zimmerman,
1978 ; Sofroniew 1981 ; Sawchenko et Swanson, 1982 ; Silverman et coll.,
1983). Les neurones magnocellulaires présentent des formes trés hétérogeénes. lls
possedent un ou plusieurs prolongements dendritiques et un axone non ramifié. La
taille et la forme des péricaryons varient considérablement. Certains sont ronds ou
ovoides, d'autres ont une forme allongée et fusiforme (Sofroniew et Glasmann
1981; Masson et coll. 1984). Tous les axones des ces neurones magnocellulaires
transitent par la zone interne de I'éminence médiane et aboutissent a la

posthypophyse ou lobe nerveux (LN).
1-4- La neurohypophyse:

La neurohypophyse comprend deux parties : I'éminence médiane et le lobe

nerveux.
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1-4-1- L"éminence meédiane (EM) :

Constituant le plancher du 3éme ventricule au niveau de I"hypothalamus,
I"éminence médiane est formée de deux couches ou zones morphologiquement

distinctes :

- La zone interne (ZI) ou zone fibreuse constitue le lieu de transit des
axones peptidergiques ocytocinergiques et vasopressinergiques qui vont en direction
du LN. Descendant en éventail a travers I"hypothalamus, les axones des noyaux
paraventriculaires se regroupent en deux faisceaux, formant les tractus latéral et
médian, qui fusionnent avant de s'engager dans la zone interne de I"éminence
médiane. ILs sont rejoints, a I'entrée du LN par un autre faisceau qui transite par
la paroi dorsale du recessus infundibulaire. Les fibres provenant des NSO longent la
base du cerveau et se joignent au faisceau latéral et médian provenant du NPV a
I"entrée de la zone interne de I"éminence médiane. L'ensemble de ces fibres forme
le tractus supraoptico-paraventriculo-neurohypophysaire. Des axones
dopaminergiques/GABAergiques transitent également par la zone interne de I'EM
et se dirigent vers le LI de I"hypophyse. On y trouve également des fibres
contenant de la somatostatine et du CRF (Corticotropin Releasing Factor). Ces
fibres proviennent respectivement des neurones du noyau périventriculaire et des
neurones parvocellulaires du noyau paraventriculaire (Fisher et coll., 1979 ;

Zimmerman, 1985).

- La zone externe (ZE) est formée des terminaisons des neurones
hypophysiotropes et des prolongements des tanicytes qui viennent se connecter aux
capillaires a endothélium fenestré du plexus primaire du systéme porte

hypothalamo-hypophysaire (Rodriguez, 1969; Doerr-Schott, 1970). Cet
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arrangement de prolongements nerveux et gliaux lui donne un aspect palissadique

caractéristique.

1-4-2- Le lobe nerveux (LN)

Le LN est constitué essentiellement de terminaisons nerveuses
neuropeptidergiques et de cellules gliales astrocytaires spécialisées, les pituicytes.
1l contient également des cellules microgliales. Comme le LA, il est tres vascularisé.
Les fibres neurosécrétrices qu'il contient proviennent essentiellement des
neurones magnocellulaires des noyaux supraoptiques et paraventriculaires de
I"hypothalamus. Ces axones transitent par la tige hypophysaire qui relie le LN a
I"hypothalamus et forment des synapses neuro-hémales sur les capillaires. Ces
neurones sécreétent la vasopressine, I"ocytocine et les neurophysines qui leur sont
associées, ainsi que d'autre peptides colocalisés avec ces neurohormones.

(Pickering, 1978 ; Castel et coll., 1984).

Un réseau dense de capillaires sanguins se développe dans le LN. 1l provient
principalement des ramifications des artéres hypophysaires inférieures. Le sang
contenant les neurohormones libérées par les fibres peptidergiques est drainé dans

la circulation générale.

Les pituicytes constituent I'élément cellulaire majoritaire du LN avec les
terminaisons peptidergiques. Ces cellules gliales de type astrocytaire spécialisées,
sont étroitement associées aux terminaisons nerveuses et aux capillaires sanguins.
Bien qu'illes aient longtemps été considérées comme des cellules gliales de support,
elles exercent des activités biologiques : phagocytose des axones neurosécréteurs

lésés (Dellman et coll., 1974), plasticité du LN en réponse a des stimuli
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physiologiques (Luckman et Bicknell, 1990) ou encore modulation de la libération

de neuropeptides (Hatton et coll., 1992).

2- DIFFERENCIATION DES NEURONES MAGNOCELLULAIRES:

Les cellules meres des neurones magnocellulaires des noyaux
paraventriculaire et supra-optique terminent leur phase de multiplication cellulaire
entre le 13eme et le 15eme jour embryonnaire chez le rat. Elles sont originaires de
I"épithélium de la région du troisiéme ventricule (Altman et Bayer, 1978). A partir
de cette zone, les futurs neurones magnocellulaires migrent latéralement pour
donner le noyau paraventriculaire et ventrolatéralement pour donner le noyau supra-
optique. L'expression des genes de la vasopressine et de I"ocytocine révélée par la
présence des ARNm correspondants, commence respectivement le 16éme et le
17eme jour embryonnaire dans le noyau supraoptique et le 18éme jour pour les deux
genes dans le noyau paraventriculaire (Reppert et Uhl, 1988; Laurent et coll.,
1989). Les précurseurs protéiques de la vasopressine et de I'ocytocine ont été
identifiés dans I"hypothalamus dés le 16éme jour embryonnaire (Whitnall et coll.,
1985), suggérant que la traduction des ARNm des deux peptides se fait aussitdot
aprés la transcription des génes. Le peptide vasopressine apparait le 16éme
embryonnaire dans I"hypothalamus mais I"ocytocine n'y est pas détectable avant le
20eme jour embryonnaire (Choy et Watkins, 1979). Cela indique que le précurseur
de I"ocytocine ne subit sa maturation que quatre jours apres sa synthése (Whitnall

et coll., 1985).

Les noyaux hypothalamiques magnocellulaires sont capables d'une plasticité
morphologique neuronales remarquable qui se manifeste par un remodelage

permanent des contacts inter-neuronaux des synapses et des circuits neuroniques.
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Cette plasticité implique également les cellules gliales en particulier les
prolongements astrocytaires situés entre les neurones dans les noyaux

supraoptiques (Théodosis et coll., 1981 ; Théodosis et Poulain, 1984).

Cette plasticité structurale est I'expression de la réponse du systéme
nerveux aux différentes Iésions et agression et plus particulierement a
I*environnement externe et interne ainsi qu‘aux variations de l'apport alimentaire en
eau. A cette plasticité structurale, vient s'ajouter une étonnante plasticité
neurochimique qui s'observe dans les phénoménes de coexpression de molécules
informatives par les neurones magnocellulaires et qui semble varier selon les
circonstances physiologiques ou expérimentales (Tweedle et Hatton, 1977; 1980;
Young et coll., 1987; Bondy et coll.1989; Calas, 1991; Trembleau et coll.,
1993).

3- PEPTIDES ET COLOCALISATION :

Les noyaux hypothalamiques supraoptiques (NSO) et paraventriculaires
(NPV) contiennent des neurones qui synthétisent la VP et I'OT et leurs proteines de
transport respectives, les neurophysines (Bargmann et Scharrer, 1951; Scharrer
et Scharrer, 1954). Ces deux hormones de structure voisine, sont synthétisées
dans des neurones distincts, mais en cas de stimulation, un méme neurone peut
synthétiser les deux peptides (Calas, 1994). La VP et I'OT sont les produits de
deux genes distincts qui comportent de grandes similitudes dans leur organisation
et leur séquence (Mohr et coll., 1991). Elles sont formées par neuf acides aminés
et présentent un pont dissulfure entre deux cystéines en position 1 et 6. Elles
different par deux acides aminés, 1'un se trouve dans le cycle (position 4) et I"autre

dans la partie linéaire de la molécule (position 7).
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La VP est synthétisée avec la neurophysine 11 qui lui est associée, a partir
d'un précurseur commun (Sachs et coll., 1967). Ce précurseur, d'un poids
moléculaire(PM) de 21.000 daltons est appelé préprohormone. Il est glycosylé a la
portion C terminale et contient 166 acides aminés. Le géne responsable de la
syntheése de la VP serait formé de 3 exons. L'exon A code pour le peptide signal (19
acides aminés), I'AVP, une séquence d'acides aminés: Gly-Lys-Arg et la portion N
terminale des neurophysines. L*exon B code la portion constante des neurophysines.
L'exon C code la séquence variable C terminale des Neurophysines, I'arginine et un
polypeptide contenant 39 acides aminés. Ce polypeptide contient le site de
glycosylation Asn-Thr correspondant au résidu 114-116. Au niveau du réticulum
endoplasmique, le peptide signal est clivé et la chaine riche en mannose est attachée
au site spécial de glycosylation pour donner une pro-hormone de 23.000 daltons. La
pro-hormone glycosylée est transportée vers |'appareil de Golgi ou elle sera
emmagasinée dans des granules neurosécrétoires. C'est dans ces granules
neurosécrétoires que la pro-hormone est clivée par des enzymes spécifiques en VP
et neurophysine et produit I'amidation C terminale de la glycine de la VP (Richter,
1985). La glycine qui forme le pont entre la VP et la neurophysine, semble &tre
nécessaire pour la transamidation oxydative C terminale de la VP. Une enzyme
protéolytique relativement non spécifique scinde le glycopeptide de la pro-homone

(Robinson et Fitzsimmons, 1993).

L'OT est synthétisée de maniere similaire. Son précurseur contient
également une neurophysine (neurophysine 1), mais ne comporte pas de

glycopeptide.

Apres leur syntheése, les neuropeptides sont empaquetés dans les granules de

neurosécrétion (GNS), puis transportés le long des axones en subissant des
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modifications post-traductionnelles. Les granules matures, qui contiennent |I*une ou
I"autre hormone en concentration équimoléculaire avec sa neurophysine provenant
du méme précurseur (Richter, 1985), parviennent ainsi aux terminaisons nerveuses.
Ils sont stockés a ce niveau, avant de libérer leur contenu par exocytose dans les

espaces péricapillaires de la neurohypophyse pour rejoindre la circulation sanguine.

En plus de la VP et de I'OT, les neurones magnocellulaires des NSO et NPV,
produisent et stockent plusieurs autres messagers chimiques qui sont colocalisés
avec la VP et/ou I'OT (Brownstein et Mezey, 1986). Il a été démontré que les
neurones VP contiennent aussi de la galanine (Brownstein et Mezey, 1986 ;
Melander et coll., 1986 ; Gaymann et Martin 1989 ; Meister et coll., 1990),
de la dynorphine (Watson et coll., 1982 ; Gaymann et Martin, 1987; Meister et
coll., 1990), de la leu-enkephaline (Gaymann et Martin, 1987; Meister et
coll.,1990) et méme de la dopamine (Calas, 1991), alors que les neurones OT
contiennent de la cholecystokinine (Meister et coll., 1990) de la met-enképhaline
(Gaymann et Martin, 1987) et du CRF, le facteur de libération de la corticotropine
(Burlet et coll., 1983; Meister et coll., 1990). D'autres travaux ont montré la
colocalisation de la galanine détectée par immunohistochimie et de I"ARNm de I"OT
détecté par hybridation in situ dans les neurones magnocellulaires (Calas, 1991;

Landry et coll., 1991).

4- INNERVATION ET REGULATION:

Les neurones magnocellulaires hypothalamiques sont sous le contrdle de
plusieurs neurotransmetteurs. En effet, des études immunocytochimiques en
microscopie électronique ont montré I'existence de contacts synaptiques entre ces

neurones et des terminaisons nerveuses contenant de |I*acide gamma-aminobutyrique
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(Rabhi et coll., 1985; 1987; Decavel et coll., 1989), de la noradrénaline et de la

dopamine (McNeill et Sladek, 1980; Decavel et coll., 1987).

L"innervation sérotoninergique des noyaux magnocellulaires hypothalamiques
est treés faible chez I'adulte. Cependant, Sawchenko et Swanson, (1983) et
Decavel et coll., (1987) ont montré I'existence de quelques fibres dans la région
dorsale et périphérique du NSO. Par ailleurs, des fibres sérotoninergiques plus
nombreuses ont été observées dans sa région ventrale riche en dendrites (Decavel,
1987). Dans le noyau paraventriculaire magnocellulaire, une faible innervation
sérotoninergique semble affecter principalement les zones riches en neurones a

ocytocine (Sawchenko et Swanson, 1983; Decavel et coll. (1987)

Le noyau supraoptique et les régions magnocellulaires du noyau
paraventriculaire regoivent une importante innervation catécholaminergique. Cette
innervation est principalement noradrénergique (Swanson et coll., 1981; Decavel
et coll., 1987). Dans le NPV, de nombreuses fibres noradrénergiques sont
localisées dans la région magnocellulaire latérale (Swanson et coll., 1981, Decavel
et coll., 1987). Les fibres noradrénergiques sont nombreuses dans la région
ventrale du NSO et moins abondantes dans sa région dorsale (Decavel et coll.,
1987). Ces distributions dans les deux noyaux coincident avec celles des neurones a
vasopressine. Cependant, Decavel (1987) a montré par des doubles marquages
immunocytochimiques que si la majorité des fibres noradrénergiques contactaient
effectivement des neurones a vasopressine, il existe tout de méme un certain
nombre de contacts de ces fibres sur des neurones a ocytocine. L"innervation
dopaminergique des NSO et NPV est plus faible et plus uniforme (Swanson et coll.,
1981; Decavel et coll., 1987). Des expériences de double marquage

immunocytochimique ont montré que ces fibres innervaient préférentiellement les
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neurones a ocytocine. L"innervation adrénergique des neurones magnocellulaires est

peu abondante (Swanson et coll., 1981 ; Cunningham et coll., 1990).

Dautre part, grdce & la technique histoautoradiographique, Freund-Mercier
et coll. (1994) ont rapporté I'existence d'autorécepteurs OT dans les neurones

OT chez le rat en lactation.

5- ROLE PHYSIOLOGIQUE :

Malgré la grande analogie de structure entre les molécules d"OT et de VP, les
effets hormonaux sont tres différents. La VP de tout temps plus étudiée que I'OT,

agit principalement sur le néphron, les vaisseaux sanguins et les hépatocytes.

L action périphérique essentielle de la VP se situe dans le rein ou elle
provoque la réabsorption de |'eau par les tubes collecteurs. La libération de
I"hormone sous I'effet de variations de I"osmolarité plasmatique a été démontrée
par Verney (1947), suggérant ainsi le role de la VP dans le maintien de I"équilibre
hydrique de I'organisme. La VP exerce également une action vasoconstrictrice.
Cette action de la VP semble intervenir dans des conditions extrémes, telles que les
hémoragies massives au cours desquelles I'hormone doit &tre libérée en quantité

suffisante.

L"OT exerce surtout des effets hormonaux en relation avec la fonction de
reproduction et son action s'effectue sur I'utérus et la glande mammaire dans le

réflexe d'éjection du lait (Summerlee, 1981).

En plus de ses rdles bien connus dans la fonction de reproduction chez la
femelle, I'ocytocine peut é&tre impliguée dans la régulation de [I'équilibre

hydrominéral. En effet, il a été montré qu'a de fortes doses, I"OT exerce des
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effets antidiurétiques chez le rat Brattleboro, alors qu'elle a un effet diurétique
chez les rats non déficients en VP (Lyness et coll., 1985; Forsling et Brimble,
1985; Forsling et coll., 1994). En I'absence de VP, I'OT agirait comme un agoniste

faible de la VP alors qu'en présence de VP, elle agirait comme un antagoniste faible.

L'OT exerce par ailleurs un effet plus spécifique en augmentant la filtration
glomérulaire et la natriurése. La filtration glomérulaire est sous le contrdle du
feed-back tuburoglomérulaire dans lequel la macula densa joue le rdle de “plaque

sensorielle” (Persson et coll., 1991).

En plus de leurs actions hormonales classiques, la VP et I"OT exergent également
des effets de type neuromodulateurs dans plusieurs régions du systéme nerveux
central et sont ainsi impliquées dans des réponses physiologiques végétatives et/ou

comportementales.

Les effets centraux et périphériques de la VP et de I'OT impliquent
I"existence de récepteurs spécifiques de ces neurohormones. Les récepteurs de la
VP sont de deux types, les récepteurs V1 et V2, alors qu’un seul type de récepteur

existe pour I"OT.

Les récepteurs V2 rénaux sont situés sur la membrane plasmique basale des
cellules épithéliales des tubes collecteurs corticaux et médullaires ou ils controlent
la réabsorption de I'eau, et sur les cellules épithéliales de I'anse de Henlé ou ils
participent a la réabsorption du sodium (Jard et coll., 1986). L"interaction de la
VP avec les récepteurs V2 active une adénylate cyclase, ce qui a pour conséquence
une augmentation de I[*AMP cyclique intracellulaire et I'augmentation de la
perméabilité apicale des cellules épithéliale des tubes collecteurs (Charlton et
Baylis, 1988). L'autre type de récepteur VP est le récepteur V1, localisé

essentiellement sur les hépatocytes ot il stimule la glycogénolyse et sur les cellules
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musculaires lisses des vaisseaux sanguins ou il participe a I'action de la VP sur la
pression artérielle (Jard et coll., 1987; Guillon, 1989). Ces sites sont couplés a
une phospholipase C et a des variations du taux des inositols phosphates associés a

la libération du calcium intracellulaire (Jard et coll., 1987).

Les récepteurs de la VP du lobe antérieur de I"hypophyse, possedent une
affinité trés faible pour certains antagonistes du récepteur V1 (Antoni, 1984;
Jard et coll., 1986). Comme les récepteurs hépatiques et vasculaires, ils sont
couplés a une phospholipase C (Lutz-Bucher et Koch, 1983; Raymond et coll.,
1985). Situés sur les cellulles corticotropes (DuPasquier et coll., 1991), ces
récepteurs sont impliqgués dans la libération de I'hormone adrénocorticotrope,
I"ACTH (Lutz-Bucher et Koch, 1983). lls sont appelés V3 (Baertschi et Fredli,
1985) ou V1b (Jard et coll., 1986) pour les différencier des récepteurs Vla. Les
récepteurs Vla ont été mis en évidence dans le systéme nerveux central par
autoradiographie (Schmidt et coll., 1991; Johnson et coll., 1993; Krémarik et

coll., 1993; 1994) et dans le rein (Ammar et coll., 1991; 1992).

Une forte concentration de sites OT a été démontré par
histoautoradiographie sur les cellules de la macula densa dans I"appareil
juxtaglomérulaire (Stoeckel et coll.1987; Stoeckel et Freund-Mercier, 1989;
Schmidt et coll., 1990) et plus précisément dans la membrane plasmique des

cellules (Stoeckel et coll., 1991).

Plusieurs études sur I'effet du stimulus osmotique ont été réaliseés chez
différentes especes. L'effet osmotique stimulant s'exerce aussi bien sur la
sécrétion des neurohormones que sur leur synthése (Gainer et coll., 1977). De
nombreuses observations morphologiques considerent I'effet de la stimulation

osmotique sur la plasticité de I'axe hypothalamo-neurohypophysaire comme une
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preuve de I"augmentation de son activité fonctionnelle (Tweedle et Hatton, 1977;
Modney et Hatton, 1989; Luchman et Bicknell, 1990; Beagley et coll., 1992;

Marzban et coll., 1992; Rabhi, 1993).

De nombreux travaux ont montré que I'administration des stimulus
hypertoniques provoque chez le rat des changements dans les NSO (Masson, 1980)
et les NPV, qui se traduisent par une augmentation de la taille des neurones
(Kalimo, 1975 ; Rabhi et coll., 1993), une diminution de leurs contacts avec les
cellules gliales (Hatton et coll., 1984), ainsi qu'une baisse des niveaux
plasmatiques de la VP et de I'OT (George, 1976; Zerbe et Palkovits, 1984). La
déshydratation provoquée par une surcharge saline entraine chez le rat une
augmentation des ARNm de la VP et de la dynorphine (Sherman et coll., 1986), de
I"OT (Van Tol et coll., 1987), de la CRH et de la tyrosine hydroxylase (Young,

1986; Young et coll., 1987).
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Chapitre 11

MATERIEL ET METHODES
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1- BIOTOFPE :

Pour I"étude des variations saisonniéres, des prélevements sur des gerbilles
ont été réalisés dans le laboratoire de I'unité de recherche sur les zones arides
(URZA), située dans I'Oasis de Beni Abbes. Cette région s'étend sur la rive gauche
de I"Oued Saoura. Distante de plus de 200 km de la ville de Béchar, cette palmeraie

se trouve dans la partie la plus orientale du Sahara occidental.

Le climat désertique est de type méditerranéen avec des saisons pluvieuses
au printemps et en automne. La moyenne annuelle des précipitations est
relativement faible, de I"ordre de 33 mm. Le taux d"humidité passe de 15 % en été
a 45% en hiver. La température moyenne est voisine de 22°C. Elle passe de 19°C au
mois de janvier a 43°C au mois de juillet.

La photopériode longue offre en été 14 heures d'éclairement et en hiver, la photopériode

courte se réduit a 10 heures d'éclairement.

2- ANIMAUX ET GROUPES EXPERIMENTAUX :
2-1- Habitat et meeurs :

Gerbillus Pyramidum est une gerbille relativement de grande taille
considérée comme une espéce spécifique du Sahara; elle vit dans les milieux
ensablés. Elle creuse des terriers au pied des touffes de végétaux ou sur le flanc
d'une dune de sable au pied d"un palmier. Le terrier comprend généralement deux
entrées qui sont systématiquement obturées le jour, ce qui constitue sans doute un
moyen d"y maintenir un certain degré d'humidité (Petter, 1961)

Cette espece meéne une vie nocturne. Elle sort dés la tombée de la nuit pour creuser les

terriers, construire les nids et chercher sa nourriture. Ses périodes d"inactivité ne sont pas
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obligatoirement accompagnées d'une hypothermie notable (Petter, 1961). L'activité sexuelle de
Gerbillus pyramidum a lieu d*Avril a Juin (Le Berre 1990).

Tout comme les autres espéces de rongeurs nocturnes, Gerbillus
pyramidum est essentiellement granivore qui ne boit pas d'eau. Dés le
crépuscule, elle commence de longues randonnées & la recherche de la

nourriture.

2-2- Caractéristiques morphologiques :

Gerbillus pyramidum se distingue des autres gerbilles de la région (Gerbillus
campestris, Gerbillus nanus et Gerbillus gerbillus) par sa grande taille (30 a 65 g) et
ses caracteres dentaires (Petter, 1961). Son pelage dorsal est de couleur fauve
roux, plus clair sur les flancs et sur le ventre. Ses pattes postérieures sont plus
longues que ses membres antérieurs. La queue est aussi longue que le corps de

I"animal et se termine en pinceau souvent réduit.

2-3- Capture et élevage :

La chasse se déroule généralement en fin de journée avant le coucher du
soleil. Aprés repérage des terriers peuplés reconnus & la présence de traces
fraiches et des excréments, les pieges sont placés a I'entrée des orifices, puis

récupérés le lendemain dés I"aube, avant le lever du soleil.

Les animaux sont placés dans des cages individuelles en salle d"élevage. La
durée d'éclairement de la journée est conforme a la saison, la température de 25°C,

est identique a celle des terriers. Les cages sont équipées d'une literie en sciure,
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renouvelée deux fois par semaine et d'une petite boite en bois, permettant a

I*animal de s'y abriter.

2-4- Traitement des animaux :

Nos expériences sont réalisées sur des gerbilles adultes madles et femelles

(Gerbillus pyramidum), au poids corporel compris entre 30 et 45 g.

Des prélevements d'hypophyse sont effectués dans le biotope naturel de
I"animal au cours de deux périodes saisonniéres différentes, I"été et I'hiver, en
raison des variations de températures et du taux d'humidité qui caractérisent ces
deux périodes de I'année au Sahara. Pour I'étude des variations saisonniéres, les

animaux sont sacrifiés dans les 24 heures qui suivent leur capture.

D'autres préléevements d'hypophyse et d'hypothalamus sont effectués sur
deux lots de 10 animaux chacun, aprés un séjour de 3 a 4 mois au laboratoire de
physiologie animale de I'Ecole Normale Supérieure (ENS) de Kouba a Alger. Le
premier lot regoit une nourriture seche, composée exclusivement de grains d'orge.
Il constitue le groupe d'animaux déshydratés. Le deuxiéme lot recgoit en plus des
grains d'orge, des légumes riches en eau (des feuilles de laitue et des concombres

ad-libitum) et il constitue le groupe d'animaux hydratés.

3- PRELEVEMENT ET PREPARATION DES TISSUS

Dans tous les cas, les prélevements d'hypophyses et d'hypothalamus sont
effectués au méme moment de la journée entre 09 h 00 et 12 h 00, sur des
gerbilles anesthésiées soit a I"hydrate de chloral (70g/l, 3ml/kg), soit a I"'uréthane

(50%, 3ml/kg) et aprés décapitation ou aprés perfusion intracardiaque. La perfusion
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intracardiaque consiste a introduire le fixateur a I'aide d‘une canule dans le
ventricule gauche et écoulement par I"oreillette droite avec un débit de 30 ml/min
pendant 15 a 20 mn Les hypophyses et les cerveaux disséqués sont ensuite post-

fixés par immersion dans le méme fixateur.

3-1- Fixation:

Tous les fixateurs utilisés sont en solution dans le tampon phosphate 0,1 M,

pH 7,4 (voir annexe) .

Pour I"étude immunohistochimique en microscopie photonique, les tissus sont
fixés par le formaldéhyde & 4%. Une suspension de paraformaldéhyde a 8% dans
I"eau distillée est chauffée a 70°C et éclaircie par quelques gouttes de NaOH N/10.
Apres refroidissement, cette solution est mélangée a parties égales avec une
solution de tampon phosphate de 0,2M, pH 7,4. La durée de fixation varie de 4 a 6
heures.

Pour I"étude immunocytochimique en microscopie électronique, Le fixateur est composé d*un
mélange comportant 4% de formaldéhyde et 0,25% de glutaraldéhyde dans le tampon. Il permet la

détection immunocytochimique des peptides par la technique des anticorps coupkés a I'or colloidal

aprés enrobage. Mais la conservation des structures cellulaires est souvent médiocre.

Pour les prélévements destinés uniqguement a I'étude ultrastructurale en microscopie
électronique, la fixation se fait par le glutaraldéhyde 5% pendant 6 heures. Elle est suivie d'une
post-fixation d*une heure par le tétroxyde dosmium a 1% dans du tampon phosphate 0,1M, pH 7,4 a

4°C.

3-2- Inclusions :
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Seuls les échantillons qui seront débités en coupes semi-fines ou ultra-fines
seront inclus dans un mélange d'inclusion. Les échantillons débités au vibratome

seront utilisés pour la technique d*immunocytochimie sur coupes flottantes.

Apres la fixation, les échantillons sont rincés dans le tampon phosphate 0,1
M, pH 7,4, dans le cas d'une fixation par les aldéhydes, dans I'eau distillée apres
post-fixation osmiée, et déshydratés dans des bains d'alcool éthylique de
concentration croissante (1X10 mn alcool 70°, 2X10 mn alcool 95° 3X20 mn alcool
100°). La déshydratation peut étre interrompue pendant la nuit dans I'alcool a 70°.
Apres deux bains de 10 mn. dans I'oxyde de propyléne, les pieces sont infiltrées par

le milieu d"inclusion.

Le mélange d'inclusion est préparé extemporanément en mélangeant
soigneusement : - Araldite : 4 ml
- Epon: 5 ml
- DBA (durcisseur) : 12 ml

- DMP 30 (accélérateur) : 1 ml.

Un bain d"une heure, & parties égales, oxyde de propyléne-milieu d"inclusion
est suivi de deux bains d*une heure chacun dans le milieu d*inclusion, sous lampe
chauffante qui permet une meilleure pénétration du milieu d'inclusion dans les

tissus.

L"inclusion est réalisée dans un moule compartimenté a fond plat qui permet
I"orientation précise des échantillons. La polymérisation s'effectue a 70° pendant

au moins 48 heures.
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3-3- Coupes :
3-3-1- Coupes semi-fines :

Les coupes semi-fines sont faites pour I'étude immunohistochimique en
microscopie photonique sur les tissus fixés par le paraformaldéhyde 4%. Les coupes
sériées de 1 ou 2 mm d"épaisseur sont réalisées sur ultramicrotome Reichert OMU2
ou OMU3, a l'aide de couteaux de verre. Elles sont montées sur lames de verre

revétues de gélatine.

Pour I'étude en microscopie électronique, I'examen de coupes semi-fines
colorées rapidement par le bleu de toluidine 1% dans une solution de borate de

sodium & 5% a chaud, permet une sélection précise des zones a étudier.

3-3-2- Coupes ultrafines :

Les coupes «ultrafines», couleur argent, sont faites a I"aide de couteaux de
verre ou de diamant et recueillies sur des grilles en cuivre. Pour |*application de la
technique de marquage par |*or colloidal, les grilles en cuivre de large ouverture

(100 mesh) sont préalablement revétues d'une membrane de formvar.

Pour I'examen au microscope électronique, les coupes sont contrastées par
I"acétate d'uranyle (5% dans I'eau distillée) pendant 20 minutes & I"obscurité, et
apres ringage par le citrate de plomb pendant 5 minutes (Reynolds, 1963). Elles sont
ensuite stabilisées par une fine couche de carbone déposée dans un évaporateur

Edwards. Elles sont étudiées au microscope électronique Jeol 100 CX.
3-3-3- Coupes au vibratome :
Apres la postfixation, le cerveau est découpé transversalement en plusieurs

tranches de quelques millimetres d"épaisseur qui sont rincées dans du tampon PBS
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(tampon phosphate salin). La tranche du cerveau contenant |*hypothalamus est
séchée au niveau de sa section caudale qui est collée a la «cyanolite» sur un porte
objet. Le porte objet est fixé dans la cuve du vibratome qui est rempli de PBS. Les
coupes frontales sériées de 50 nm d'épaisseur sont récupérées dans des puits

successifs préalablement remplis de PBS

4- IMMUNOCYTOCHIMIE :
4-1- Principe :

Des molécules organiques complexes et de poids moléculaire relativement
élevé sont capables, lorsquelles sont injectées a un animal d"une espéce différente
de leur espéce productrice, dinduire la synthése par les lymphocytes B de I"hate de
molécules spécifiques, les anticorps, qui vont les reconnaitre. Les molécules
susceptibles d'induire la synthese d"anticorps sont appelées antigenes. L'antigéne
et I"anticorps forment un complexe de trés haute stabilité qui, dans I'organisme est

ensuite phagocyté pour permettre son élimination.

L"immunocytochimie utilise cette forte affinité " antigéne-anticorps " pour
visualiser les molécules biologiques dans les tissus ainsi que dans les cultures
cellulaires. En immunocytochimie, I"anticorps dirigé contre la molécule étudiée porte

le nom d*anticorps primaire. On utilise deux types d*anticorps primaires :

a - Les immunsérums obtenus en injectant une molécule donnée a un animal,
en général un lapin, et en recueillant le sérum de cet animal immunisé. Les
immunsérums sont donc constitués d'un mélange d'anticorps dirigés contre les
divers épitopes (régions d‘'une molécule susceptibles d'induire la formation

d anticorps spécifiques) d"une molécule et sont donc des anticorps polyclonaux. Un
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immunsérum peut étre purifié par chromatographie d'affinité, ce qui permet

d'obtenir une fraction anticorps purifiée.

b - Les anticorps monoclonaux obtenus par fusion d*une population de
lymphocytes B producteurs d*anticorps (plasmocytes) avec des cellules d*une lignée
tumorale non sécrétante pour former des hybridomes. Les cellules ainsi
immortalisées sont ensuite sélectionnées de fagon & conserver le clone qui produira
I"anticorps désiré ; les anticorps monoclonaux sont donc dirigés contre un seul
épitope d'une molécule donnée. lls sont généralement produits par des cellules de

souris.

La détection du complexe "antigéne-anticorps primaire" nécessite I"utilisation
d"un marqueur de l'anticorps qui va permettre sa visualisation. On utilise divers

types de marqueurs pour les réactions immunocytologiques :

a- Les fluorochromes. 1l s'agit de molécules qui lorsquelles sont excitées a
une longueur d'onde donnée émettent une lumiére de longueur d'onde différente.
Les marquages par immunofluorescence sont plus sensibles et plus fins que les
marquages par enzymes ; néanmoins, les fluorochromes présentent le net
désavantage de subir une extinction de leurs propriétés fluorescentes apres

irradiation, ce qui interdit la conservation des marquages a long terme.

b- Les enzymes comme la peroxydase de Raifort (Horse Radish Peroxidase ou
HRP), la phophatase alcaline ou la glucose oxydase qui catalysent la transformation
d'un substrat soluble incolore en un composé coloré visible en microscopie
photonique. La diaminobenzidine (DAB), substrat le plus couramment utilisé pour la
peroxydase de Raifort, donne lieu a un dépdot brun que I'on peut éventuellement
intensifier par adjonction d‘un sel de nickel dans le milieu réactionnel. Cette

intensification par les sels de nickel est due d la capacité du produit de réaction de
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le DAB de se combiner aux sels de métaux lourds. Il devient alors opaque aux

électrons ce qui permet sa détection en microscopie électronique.

c- Les particules d'or colloidal. Elles se lient a I"anticorps par le biais d'une
interaction électrostatique. Cette technique est surtout utilisée en microscopie
¢électronique, bien qu'elle soit également applicable a la microscopie photonique. Plus

le diameétre du grain sera faible, plus le marquage sera fin et précis.

d- Les isotopes radioactifs. L"isotope le plus couramment utilisé est le 125].
Cette technique permet d'obtenir des marquages beaucoup plus sensibles mais

nécessite beaucoup plus de temps, en raison du temps d"exposition des coupes.
Plusieurs techniques de marquage sont envisageables:

a- Le marquage immunohistochimique direct. Le marqueur est couplé
chimiquement a I"anticorps primaire. Cette technique est trés peu utilisée car elle

nécessite la purification des anticorps primaires.

b- Le marquage immunohistochimique indirect <en sandwich>. Le marqueur est
couplé & un second anticorps ou anticorps secondaire qui est spécifique du fragment
constant (Fc) des immunoglobulines de I"espéce productrice de I'anticorps primaire.
Les anticorps secondaires ne sont généralement pas des immunoglobulines
completes, mais se limitent aux fragments Fab (Fragment antibody-binding) qui

contiennent le site de reconnaissance de I"antigene.

c- Le marquage immunohistochimique indirect a la «Biotine-Avidine».
L'anticorps secondaire est couplé a une molécule de biotine. La biotine montre une
trés forte affinité pour l'avidine ou la streptavidine, une des plus fortes affinités

existant dans les interactions moléculaires. La derniere étape consiste a mettre
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I'avidine ou la streptavidine porteuse du marqueur (enzyme, fluorchrome ou or

colloidal) en présence de la biotine.

d- La technique du complexe «Avidine-Biotine-Peroxydase». L"anticorps
secondaire est couplé & une molécule de biotine. Un complexe «Avidine-Biotine-
Peroxydase» préparé extemporanément est ensuite appliqué. La présence de
multiples sites de reconnaissance pour la biotine sur la molécule d'avidine va
permettre sa fixation sur I'anticorps secondaire biotinylé et donc I'intensification
du signal (x molécules de HRP par site antigénique contre 1 dans la technique

indirecte «en sandwich» conventionnelle).

e- La technique du complexe peroxydase-anti-peroxydase (PAP). L"anticorps
non marqué est appliqué en exces de fagon a ce qu’un site Fab demeure libre. Par la
suite, ce site Fab sera utilisé pour fixer un complexe PAP (Peroxydase-Anti-
Peroxydase) produit chez I"espece productrice de I"anticorps primaire. Ce protocole
permet également une intensification du signal (3 molécules de HRP par site

antigénique contre 1 dans les techniques conventionnelles).

Dans cette étude, nous avons utilisé la peroxydase de Raifort comme
marqueur dans les réactions immunohistochimiques. Nous avons employé, en
microscopie photonique la technique indirecte et la technique du complexe «Avidine-
Biotine-Peroxydase». En microscopie électronique, nous avons appliqué la technique
indirecte utilisant des immunoglobulines (1gG) marquées a I'or colloidal, suivant le

protocole mis au point par Garaud et coll. (1982).
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4-2- Techniques immunocytochimiques
4-2-1- Microscopie photonique :

L"immunohistochimie a été réalisée sur des coupes semi-fines pour I"étude du LI
de I"hypophyse et sur des coupes au vibratome flottantes, pour I|'étude de

I"hypothalamus.

Nous avons appliqué la technique indirecte «en sandwich» utilisant un anticorps
secondaire marqué. Le marqueur enzymatique utilisé est la peroxydase de raifort
dont I'activité, en présence de diaminobenzidine (DAB) et d'eau oxygénée produit

un précipité brun stable et permanent.

4-2-1-1- Traitement des coupes
4-2-1-1-1- Protocole d*immunohistochimie sur coupes semi-fines :

Avant I"application des antisera, les coupes sont traitées par le méthoxyde de
sodium, pendant une minute pour dissoudre le milieu d"inclusion. Elles sont ensuite

rincées par |I'acétone et réhydratées.

Quel que soit leur traitement ultérieur, les coupes sont d'abord incubées en
présence de sérum normal de mouton a 5% dans du tampon phosphate 0,1M pendant
30 mn (ce qui permet de bloquer les sites de fixation non spécifiques), puis rincées

(3x10mn) dans du PBS 0,1M a PH 7,4.

Les antisera sont dilués dans le diluant pour marquages en microscopie
photonique (diluant MP) (tampon phosphate salin (PBS) N/10, additionné de 0,5% de
TritonX100, détergent qui favorise la pénétration des anticorps dans la coupe et de

0,02% de merthiolate de sodium qui inhibe la prolifération bactérienne). Ils sont
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laissés au contact des coupes pendant 14 heures, en chambre humide a la

température ambiante.

Rincées dans du PBS (3x10 min), les coupes sont ensuite incubées dans
I"anticorps secondaire dilué dans le diluant MP pendant 2 heures & température

ambiante.

Selon la nature des anticorps, deux protocoles de mode de révélation ont été
utilisés :
-Technique du Fab couplés a la peroxydase de Raifort

Les coupes incubées en présence d'anticorps polyclonaux sont traitées avec
des fragments Fab anti-immunoglobulines de Lapin, marqués par la peroxydase

(Biosys) dilués a 17100, pendant 45 min a I"obscurité.

Dans le cas ot I'anticorps primaire serait produit par une espéce autre que le
Lapin (par exemple la chevre dans le cas de I'immunserum anti GAD), les coupes sont
traitées par un antisérum de Lapin dirigé contre les immunoglobulines de I'espéce
productrice de I"anticorps primaire, dilué a 1/50 pendant 30 min, avant I"application
des Fab anti-immunoglobulines de Lapin. Aprés 3 lavages par le PBS, les coupes sont
traitées par la 3-3-diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB) a 0,05% dans le
tampon Tris HCL 0,05 M, pH 7,6, additionné d*eau oxygénée (30 M H202) (Kit DAB,
Vector). La formation du produit de réaction est suivie au microscope photonique et

est arrétée quand le rapport signal/bruit de fond apparait optimal. A ce stade,
I"intensité du marquage peut &tre renforcée par le traitement des coupes par une
solution diluée de tétroxyde d"osmium. Néanmoins, cette opération augmente aussi

sensiblement le bruit de fond.
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Les coupes collées aux lames sont ensuite lavées par I'eau courante,
déshydratées dans I*alcool, éclaircies dans le xylol et montées entre lame et lamelle

dans I"Eukitt.
- Technique du complexe "Avidine- Biotine-Peroxydase" :

Les coupes traitées avec les anticorps monoclonaux sont incubées pendant 2
heures en présence de fragments Fab anti-souris biotinylés. Aprés rincage (3x10
min) dans du PBS, les coupes sont traitées avec le complexe Avidine-Biotine-
Peroxydase de Raifort (Kit ABC, Vector) préparé dans le diluant MP pendant 1
heure. La révélation de la peroxydase et le montage des coupes sont réalisés de la

mé&me fagon que dans le protocole ci-dessus.

4-2-1-1-2- Protocole d"immunohistochimie sur coupes flottantes :

Les marquages sont appliqués sur des coupes successives de 50 mm
d"épaisseur, réalisées au vibratome et qui ont été récupérées dans des puits de
boites de culture. Toutes les étapes de la technique sont réalisées dans ces puits a
température ambiante, dans un volume variant de 0,5 a 1 ml de solution, et sous

agitation.

Pour ces marquages, nous avons utilisé le méme protocole de la technique du
complexe Avidine-Biotine-peroxydase (Kit ABC, Vector). Enfin, la peroxydase est
révélée selon la méme méthode que celle décrite plus haut, puis les coupes sont
montées sur lames gélatinées, déshydratées et recouvertes d'une lamelle dans

I"Eukit.
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4-2-2- Immunocytochimie ultrastructurale :
Méthode des anticorps marqués par I*or colloidal.

Cette technique est appliquée en utilisant des immunoglobulines (IgG)
marquées a I"or colloidal, mise au point par J. C. Garaud (Garaud et coll., 1982). Il

s"agit d"une technique indirecte, en deux temps:

- fixation de I"anticorps primaire spécifique sur les sites antigéniques.

- révélation de cette fixation grdce a I'anticorps secondaire couplé a des particules d'or
colloidal, facilement identifiables au microscope électronique grace a leur haute densité aux
électrons.

Les coupes, montées sur grilles de 200 mesh préalablement recouvertes
d'une membrane de formvar (0,2% dans le dichloréthane), sont d'abord traitées
par du lait écrémé en poudre (0,2%) pendant 30 min, pour saturer les sites non
spécifiques. Aprés ringages dans le diluant de microscopie électronique (diluant ME)
(tampon phosphate 0,05M, additionné de NaN3 et de Tween 20 au 1/2500), elles
sont incubées en présence de I'anticorps primaire pendant 1 heure & 25°C. Aprés 3
lavages au diluant ME, elles sont incubées en présence d‘une solution
d*immunoglobulines anti-immunoglobulines de Lapin, couplées a des particules d"or
colloidal de 5 nm de diametre. Apres 3 lavages brefs par le diluant ME, puis par
I"eau distillée, les coupes sont contrastées par I'acétate d'uranyle (5% en solution

aqueuse), rincées par I'eau distillée et observées au microscope électronique.

Cette technique a été utilisée pour le marquage de I'a- MSH. Les anticorps

ont été appliqués aux mémes dilutions qu*en microscopie photonique.
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4-2-3- Caractérisation des anticorps utilisés :
4-2-3-1- Anticorps primaires
Anticorps appliqués sur les coupes semi-fines d"hypophyse:

- Anticorps anti-a- MSH : polyclonal de lapin (G. Schmitt, Strasbourg), dilué au

1/10000.

- Anticorps anti-Tyrosine hydroxylase (TH) : monoclonal de souris, (Chemicom

MAB318), dillué au 1:1000.

- Anticorps anti-Gad : polyclonal de chévre (Dr M.L. Tappaz), dilué au 1:2500.

- Anticorps anti-GFAP: polyclonal de lapin (Dakopatt), dilué au 1/3000.

- Anticorps anti-vimentine: monoclonal de souris (Boehringer), dilué au 1/100.

- Anticorps anti-VP: polyclonal de lapin (Dr G.Tramu), dilué au 1/10000.

- Anticorps anti-OT: polyclonal de lapin, (Dr G.Tramu), dilué au 1/20000.

- Anticorps anti-AVP: polyclonal de lapin (Dr F. René), dilué au 1/1000.

- Anticorps anti-OT/neurophysine : monoclonal de lapin (Gainer), dilué au 1/200.
Anticorps appliqués sur les coupes flottantes d'hypothalamus:

- Anticorps anti-VP: polyclonal de lapin (Dr G.Tramu), dilué au 1/10000.

- Anticorps anti-OT: polyclonal de lapin, (Dr G.Tramu), dilué au 1/20000.

4-2-3-2- Anticorps secondaires
- Fab-HRP anti-1gG de lapin, origine chévre (Biosys, France), dilué au 1/200.

- Fab-Biotinylé anti-1gG de souris, origine chevre (Biosys, France), dilué au 1/500.
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- Fab-Biotinylé anti-1gG de lapin, origine chevre (Biosys, France), dilué au 1/500.

4-2-3-3- Tests de spécificité
Technique d*extinction :

La spécificité des réactions immunocytochimiques est vérifiée par des tests
d'extinction. Cette technique consiste a saturer I'anticorps par son antigéne et a
vérifier son absence de réactivité en présence de I'antigene tissulaire. Ces tests
permettent également de mettre en évidence d'éventuelles réactions croisées de

[*anticorps.

Les immun-sera sont incubés pendant 1 heure a 37° C en présence de leur
antigene correspondant ou avec un antigene susceptible de présenter une réaction

croisée, avant d'étre utilisés dans les conditions standard.

Les immun-sera anti-vasopressine et anti-ocytocine ont été testés sur des
coupes au vibratome d"hypothalamus de rat et des coupes semi-fines d*hypophyse

de gerbille.

Quand l'antigéne n'est pas disponible (GAD, TH...) la spécificité de la réaction

est testée en appliquant le protocole de marquage en omettant lI'anticorps primaire.
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Chapitre 111

ETUDE DU LOBE INTERMEDIAIRE DE
L*"HYPOPHYSE DE GERBILLE
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1- INTRODUCTION

Accolé étroitement au LN qu'il enveloppe partiellement, le L1 de I"hypophyse
de gerbille est séparé du LA par la fente hypophysaire (schéma). Caractérisé par sa
structure compacte, il est constitué de gros lobules tapissés par une lame basale et
séparés par de faibles espaces de tissus conjonctif contenant quelques rares
vaisseaux sanguins. Les lobules contiennent des cellules endocrines constituées en
majorité de cellules mélanotropes, qui ont une forme polygonale, une surface
d"environ 20 nm2 et renferme un volumineux noyau. Quelques cellules apparentées
aux cellules corticotropes, représentent un second type de cellules glandulaires.
Beaucoup moins fréquents que les cellules mélanotropes, elles sont observées
principalement le long du LN dans lequel elles migrent parfois. Ces cellules sont plus
petites, allongées, et possédent des caractéristiques ultrastructurales et
immunocytochimiques identiques a celles des cellules corticotropes du LA.

En bordure de la fente hypophysaire, le L1 est recouvert d‘une couche
monocellulaire non glandulaire, les cellules épithéliales. Ces cellules sont étroitement
associées les unes aux autres par des jonctions serrées apicales et quelques
desmosomes. D'autres cellules non glandulaires, étoilées, insinuent leurs
prolongements riches en microfilaments et en microtubules entre les cellules
mélanotropes. Elles s"associent souvent en follicules et constituent ainsi les cellules

folliculo-stellaires (CFS) du L1.
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2- Résultats
2-1- Immunocytochimie en microscopie photonique :
2-1-1- Les cellules glandulaires :

L"anticorps (AC) anti-a- MSH marque intensément les cellules mélanotropes
qui sont largement prédominantes dans les lobules du LI. Elles sont tout a fait
comparables par leur structure aux cellules mélanotropes décrites chez d'autres
mammiféres étudiés.

Ces volumineuses cellules de forme polygonale, montrent une nette variation
dans la distribution et I'intensité de I'immunoréactivité (ir) a I"AC anti-a-MSH,
selon I'état d'hydratation de I'animal. Chez la gerbille déshydratée,
I"immunoréactivité est intense et remplit I'ensemble du cytoplasme (fig. 1 a), alors
que chez I'animal hydraté, I'immunoréactivité est irréguliere et apparait plus
concentrée le long de la membrane cytoplasmique (fig. 1 b).

Un deuxieme type de cellules immunoréactives & I"AC anti-aMSH est
observé a I'interface entre le LI et le LN (fig. 1 a, b fleches). Ces cellules sont
moins nombreuses et différent des cellules mélanotropes par leur forme allongée et
leur localisation ainsi que par I'intensité de leur marquage. Leur marquage & I"AC

anti-a- MSH ne varie pas entre I"animal hydraté et I"animal déshydraté.
1l est a noter que les cellules corticotropes du LA sont également fortement
immunoréactives a I'AC anti-a- MSH.

2-1-2- Les cellules folliculostellaires (CFS) :

Le marquage immunocytochimique de la vimentine et de la GFAP révele la
présence de CFS qui envoient de fins prolongements entre les cellules mélanotropes
et entourent fréquemment les lobules. Ces cellules sont plus abondantes dans la

zone caudale du LI.
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Chez la gerbille hydratée (fig. 1 d, f), les corps cellulaires des CFS sont
apparemment plus volumineux et leurs prolongements sont plus développés que ceux
observés chez I'animal déshydraté (fig. 1 c, e). En effet, le LI de gerbille hydratée
montre une intense immunoréactivité a la vimentine (fig. 1 d), portée par des
prolongements plus ou moins épais qui entourent les lobules et par des
prolongements plus fins qui s'insinuent dans le corps des lobules. Quelques cellules
multipolaires et ramifiées sont observées & I'intérieur des lobules (fig. 1 d, fleche).
Chez la gerbille déshydratée, I"immunoréactivité a la vimentine est trés faible et
punctiforme (fig. 1 c).

Dans le cas de la GFAP, de multiples prolongements épais de CFS fortement
marqués sont détectables dans le L1 de gerbille hydratée (fig. 1 f, fleche). Quelques
corps cellulaires marqués sont également observés. D"autres prolongements trés
épais et fortement immunoréactifs sont observés sur le contour du LN bordant le
L1. Chez I"animal déshydraté, I'immunoréactivité a la GFAP est nettement atténuée
(fig. 1 e). L"épithélium bordant la fente hypophysaire ne montre pas de marquage

par les deux anticorps.

2-1-3- Linnervation :

Le LI de gerbille, comme celui des autres rongeurs étudiés est
abondamment innervé. D"abondants éléments nerveux TH-immunoréactifs et GAD-
immunoréactifs sont régulierement distribués a travers le LI (fig. 1 g-k).
L*anticorps anti-TH marque des structures punctiformes et filamenteuses qui
correspondent aux terminaisons nerveuses et aux axones (fig. 1 g, h). Avec
I"anticorps anti-GAD, I"'immunoréactivité est essentiellement punctiforme et serait
apparemment limitée aux boutons synaptiques (fig.1 i, k). La comparaison des coupes

adjacentes montre dans I'ensemble, une distribution similaire de I"'immunoréactivité

aux deux anticorps.
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2-2- Microscopie électronique :

2-2-1- Les cellules glandulaires :
Deux types de cellules glandulaires peuvent étre distingués par leur
ultrastructure: Les cellules mélanotropes proprement dites et les cellules de type

corticotrope.

2-2-1-1- les cellules mélanotropes :

Les cellules mélanotropes qui représentent la grande majorité des cellules
glandulaires du LI, sont des cellules volumineuses de forme polygonale. Elles
apparaissent étroitement associées avec de fréguentes interdigitations de leurs
membranes plasmiques. Riches en mitochondries et en structures golgiennes et
ergastoplasmiques, elles sont surtout caractérisées par I'accumulation de granules
sécrétoires de 150 a 300 nm de diameétre, de densité trés variable aux électrons.
Les granules nouvellement formés dans la zone golgienne sont remarquablement
denses et toujours bien conservés par la fixation. 1ls s"éclaircissent
progressivement losqu'ils quittent I'appareil de Golgi pour s‘accumuler a la
périphérie de la cellule.

Les cellules mélanotropes du LI de gerbille manifestent de nettes
modifications morphologiques selon la saison de capture de I'animal dans son biotope
(été ou hiver) et selon les conditions expérimentales de déshydratation ou
d'hydratation des animaux maintenus en captivité au laboratoire. On peut
considérer que dans le biotope de la gerbille, la période estivale carastérisée par
une grande déshydratation des aliments correspond a un régime déshydraté alors
qu'en hiver, grdce aux rosées matinales, I'animal dispose d'une alimentation plus riche
en eau.

L"observation ultrastructurale du L1 de I"hypophyse de gerbille révele que

les cellules mélanotropes présentent deux aspects distincts :
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- Le premier aspect caractérise les prélevements d'hypophyse effectués
sur des gerbilles en été dans le biotope naturel (fig. 2 a) et ceux effectués sur des
gerbilles maintenues au laboratoire dans des conditions de déshydratation (fig. 3 a).
En effet, dans ces deux cas, les cellules mélanotropes du LI contiennent de
nombreuses vésicules sécrétoires réparties a travers tout le cytoplasme. On note
une hétérogénéité du matériel sécrétoire et surtout I'abondance des vésicules
sécrétoires claires ou de faible densité, qui représentent les vésicules sécrétoires
matures. Ces vésicules claires sont plus abondantes chez I'animal déshydraté
expérimentalement. Dans les deux cas, I'ergastoplasme est peu développé et trés
épars. Les structures golgiennes sont réduites et les granules denses golgiens sont
rares.

Le deuxieme aspect concerne les prélevements effectués sur des gerbilles en
période d'hiver dans le biotope naturel (fig. 2 b) et ceux effectués sur des
gerbilles maintenues au laboratoire dans des conditions d*hydratation (fig.3 b).
Dans ces deux cas, le cytoplasme des cellules mélanotropes est trés pauvre en
vésicules sécrétoires matures caractérisées par I'hétérogéneité de la densité de
leur contenu. On observe une prolifération importante des citernes
ergastoplasmiques souvent dilatées, occupant un volume cytoplasmique tres étendu.
Les citernes ergastoplasmiques sont souvent associées aux mitochondries.
L'ergastoplasme apparait plus dilaté et vésiculaire chez I"animal capturé en hiver.
Les structures golgiennes sont remarquablement plus développées que chez I'animal
déshydraté. Des grains de sécrétion denses nouvellement formés et des
condensations granulaires intragolgiennes, sont fréquemment observés dans la
région golgienne. Toutes ces caractéristiques ultrastructurales témoignent d'une

intense activité de synthése et de sécrétion protéique.
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2-2-1-2- Les cellules de type corticotrope

Outre les cellules mélanotropes typiques, le LI de gerbille renferme un
deuxieme type de cellules glandulaires, morphologiquement différent des cellules
mélanotropes proprement dites et nettement moins abondant. Elles sont souvent
détectées au contact du LN, dans les zones ol la lame basale séparant les deux
lobes est absente (fig. 4 a). Elles présentent de nombreux contacts synaptiques
avec des terminaisons nerveuses (fig. 4 b).

Ces cellules de forme allongée, possédent un appareil de Golgi et un réticulum
modérément développés. Elles contiennent des grains de sécrétion de grande taille
(250 - 350 nm de diamétre), de forme souvent irréguliere et trés denses aux
électrons répartis dans tout le cytoplasme (fig. 4 a).

L'application de la technique d'immunocytochimie a I'or colloidal en
microscopie électronique, utilisant I"anticorps anti-aMSH, permet la mise en
évidence de I'hormone au niveau des vésicules sécrétoires dans les cellules
mélanotropes du L1 (fig. 4 d). Cet anticorps marque également de fagon treés intense
les cellules corticotropes du lobe antérieur (fig. 4 c). Les caractéristiques
morphologiques des cellules corticotropes du LA, telles que la forme et la taille des
granules sécrétoires différent nettement de celles des cellules mélanotropes mais
sont comparables & celles observées dans le deuxiéme type de cellules glandulaires
du LI. Cette similitude morphologique entre ces deux types de cellules suggeéere
fortement que le deuxiéme type de cellules glandulaires observé dans le LI de

I"hypophyse de gerbille serait de type corticotrope.

Il est a noter que les cellules de type corticotrope du L1 de gerbille ne
montrent pas de variations ultrastructurales dans les conditions expérimentales de
déshydratation (fig. 5 a) et d"hydratation (fig. 5 b) étudiées. En effet, dans les
deux cas, le nombre, la forme et la répartition des granules sécrétoires sont
comparables et les structures ergastoplasmiques sont trés peu développées.
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2-2-2- Les cellules folliculostellaires (CFS) :

Des extensions de CFS, riches en microfilaments et en microtubules sont
observées entre les cellules mélanotropes et & la périphérie des lobules. lls
accompagnent souvent les fibres nerveuses et s'insinuent avec elles dans les
espaces intercellulaires (fig. 6 a). Contrairement & ce qui a été observé chez le rat
et la souris, les CFS du LI de gerbilles s"organisent souvent en follicules avec une
lumiere plus ou moins dilatée, dans laquelle plongent de nombreuses villosités (fig. 6
b, d, e). Ces cellules sont reliées entre elles par des desmosomes et contiennent
souvent des vésicules a contenu trés dense aux électrons, généralement de grande
taille (plus de 400 nm). Ces vésicules sont systématiquement disposées de fagon
apicale a proximité des complexes de jonction membrannaire et en bordure de la

lumiere du follicule (fig. 6 b, c, d, e).

2-2-3- L"Innervation :

Le LI de I'hypophyse de gerbille présente une innervation abondante. Les
axones cheminant entre les cordons cellulaires pénétrent aussi a I'intérieur de ces
derniers et entrent en contact direct avec les cellules mélanotropes. Des contacts
neuroglandulaires de type synaptique ou synaptoides (encrolitement postsynaptique
absent ou peu marqué) sont fréquemment observés entre axones et cellules
mélanotropes. Dans ces zones de contact, les axones présentent des agglomérats de
fines vésicules claires (50 nm) de type synaptique, en relation avec l'encroiitement
plus ou moins marqué de la membrane neuronale (fig. 7, a, b, ¢, d). Ces terminaisons
nerveuses renferment outre les petites vésicules synaptiques claires, des vésicules
a ceeur dense de taille variable, de 80 d 120 nm de diamétre (fig. 7 a, b, ¢). Un méme
bouton terminal formant des synapses avec deux cellules mélanotropes peut tre
observé (fig. 7 b). Les cellules de type corticotrope du LI de gerbille présentent

également de nombreux contacts synaptiques avec des fibres nerveuses (fig. 4 b).
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3- DISCUSSION

Cette étude immunocytochimique et ultrastructurale est réalisée pour la
premiere fois sur le lobe intermédiaire de I'hypophyse de gerbille (Gerbillus
pyramidum), rongeur désertique saharien, nocturne. Bien que ces caractéres
morphologiques soient dans I'ensemble comparables & ceux décrits chez d'autres
rongeurs, le LI chez cette espéce présente des caractéristiques particuliéres trés
intéressantes, telles que I'existence de cellules glandulaires de type corticotrope,
morphologiquement trés différentes des cellules corticotropes décrites chez les
autres espéces de mammiféres, et la présence de cellules folliculostellaires (CFS)
contenant des granules de grande taille trés denses aux électrons et localisés dans
la zone apicale.

Les modifications morphologiques observées dans des conditions
physiologiques et expérimentales, suggerent fortement I"implication du LI de ce

rongeur adapté d la vie désertique, dans la régulation du métabolisme hydrominéral.

3-1- Les cellules glandulaires :

Comme dans toutes les espéces de mammiféres étudiées, les cellules
mélanotropes constituent la population largement prédominante du LI. Leurs
caractéres ultrastructuraux sont comparables & ceux décrits chez d'autres
mammiféres. Elles sont souvent caractérisées par la présence de vésicules
sécrétoires de densité variable aux électrons. Chez les animaux capturés dans leur
biotope naturel, les cellules mélanotropes montrent des variations saisonniéres
importantes dans la morphologie sécrétoire concernant le développement de
I'ergastoplasme, I"extension de I|'appareil de Golgi et le nombre de vésicules
sécrétoires dans le cytoplasme, traduisant ainsi une forte activité sécrétoire en

hiver et un repos fonctionnel en été. Dans les conditions expérimentales
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d'hydratation et de déshydratation des animaux, une forte activité est observée
dans les cellules mélanotropes des gerbilles hydratées, alors que chez les animaux
déshydratés I'activité sécrétoire des cellules mélanotropes apparait trés diminuée.
La signification fonctionnelle de ces modifications sera discutée plus loin.

Le deuxieme type de cellules glandulaires morphologiquement distinct des
cellules mélanotropes est peu abondant dans le L1 de gerbille. Ces cellules sont
surtout disséminées tout le long du LN. Tout comme les cellules corticotropes du
LA, ces cellules réagissent & I"anticorps anti-aMSH. Cela nous laisse supposer deux
hypothéses possibles: soit que ces cellules contiennent réellement de I'a- MSH, soit
que I"anticorps reconnait la séquence 1 - 13 de I"ACTH dans ces cellules. Toutefois,
les granules sécrétoires que contiennent ces cellules sont nettement différents de
ceux contenus dans les cellules mélanotropes. De grande taille (250 - 350 nm) et de
forme irréguliére, ils sont répartis dans tout le cytoplasme, et sont comparables a
ceux observés dans les cellules corticotropes du LA. Ces grains de sécrétion,
contrairement aux grains matures des cellules mélanotropes, sont toujours bien
conservés par la fixation. Ces cellules pourraient donc &tre considérées comme
d'authentiques cellules corticotropes propres au LI. 1l est intéressant de noter que
chez la gerbille les caractéres morphologiques des cellules corticotropes sont
nettement différents de ceux observés dans I"hypophyse de rat et de souris. En
effet, les cellules corticotropes chez le rat et la souris ont été décrit par
Siperstein et Miller (1970) comme des cellules étoilées de petite taille,
renfermant des grains de sécrétion de petit diamétre (150 & 180 nm) a disposition
marginale caractéristique. La présence de cellules corticotropes a été rapportée
dans la zone rostrale du LI et tout le long du LN chez la souris et le rat (Stoeckel
et coll., 1971 ; 1973 a et b), alors que leur absence a été signalée dans le L1 de

vison (Weman et Nobin, 1973).
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La présence de deux types cellulaires glandulaires dans le LI de gerbille
synthétisant le méme précurseur, la POMC, semble donc bien établie puisque
morphologiquement, ces deux types de cellules sont nettement différents. Il parait
donc évident, d'apreés ces critéres morphologiques, que ces deux types cellulaires ne
peuvent exercer une méme fonction. Mais en dépit de leurs analogies structurales
et immunocytochimiques avec les cellules corticotropes du lobe antérieur, on ne
peut cependant affirmer que les cellules de type corticotropes du L1 constituent un
systeme corticotrope équivalent & celui du lobe antérieur dont il ne différerait que
par sa seule localisation dans le lobe intermédiaire. Car, contrairement aux cellules
corticotropes du LA qui sont soumises a un contrdle purement humoral, ces cellules
présentent des contacts synaptiques avec des fibres nerveuses et semblent donc
etre sous controle nerveux comme les cellules mélanotropes. La signification
fonctionnelle de ces cellules qui sont soumises a une régulation nerveuse reste a
établir. Dans les cellules de type corticotrope du LI de gerbille, I"absence de
modifications morphologiques dans les différentes conditions physiologiques
examinées, suggére qu'elles jouent un role distinct de celui des cellules

mélanotropes.

3-2- Les cellules folliculostellaires (CFS) :

Des CFS sont fréquemment observées dans le LI de I"hypophyse de gerbille
en microscopie photonique par marquage immunocytochimique de la GFAP ou de la
vimentine et en microscopie électronique. Contrairement au L1 de rat, chez la
gerbille ces cellules s*organisent souvent en petits follicules. Des granules denses
de grande taille entourés de membrane et localisés dans le cytoplasme apical de ces
cellules, n"ont jamais été, & notre connaissance, rapportés dans le L1 chez d'autres

espéces de rongeurs dans des conditions normales. Des formations similaires ont

81

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

été décrites dans les cellules folliculostellaires du LA chez le chien (Kagayama,
1965). Dans le LA de I"hypophyse de rat, de tels granules, absents a I"état normal,
apparaissent dispersés dans le cytoplasme aprés thyroidectomie (Yoshimura et
coll. 1977). lls ont été considérés comme des indicateurs de I|'état de
différenciation endocrinienne des cellules folliculaires. La nature et I'origine des
CFS ont donné lieu a de nombreuses controverses. Elles ont été considérées comme
des cellules matures différenciées ou encore comme des cellules glandulaires
dédifférenciées (pour revue, voir Allaert et coll., 1990). Plus frégquemment
décrites dans le LA, elles ont toujours été considérées comme non glandulaires du
fait de I"absence de granules sécrétoire. Toutefois, certains auteurs ont démontré
que les CFS du LA sont capables de sécréter des polypeptides bioactifs, tel que la
protéine S100 (Ishikawa et coll., 1983), I"interleukine-6 (Vankelecom et coll.,
1989 ; Spangelo et coll., 1990), le VEGF (vascular endothelial growth factor) et
la follistatine (Gospodarowicz et Lau, 1989). La concentration apicale des granules
dans les cellules folliculaires du LI de gerbille suggere I'implication de ces cellules
dans certains processus sécrétoires polarisés a travers la lumiére des follicules.
L"immunocytochimie montre de nombreux prolongements et quelques corps
cellulaires de CFS marqués par les anticorps anti-vimentine et anti-GFAP dont la
distribution sur les coupes adjacentes laisse entrevoir une possible colocalisation,
toutefois , les structures GFAP-immunoréactives sont moins abondantes. Il a été
rapporté qu'au cours du développement chez le rat, on assiste au remplacement de
I"expression de la vimentine par I'expression de la GFAP a un stade postnatal
précoce (Gary et coll., 1995). Chez cette espéce, la GFAP est exprimée chez
I"adulte par une sous-population de CFS dont le nombre, la forme et la taille varient
selon les conditions physiologiques. Chez la gerbille, I"expression de la vimentine
persiste chez I|'adulte dans les CFS qui expriment la GFAP. Dans les méme

conditions techniques, I"anticorps anti-vimentine utilisé marque de fagon similaire
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les CFS chez le rat adulte (Berardi, communication personnelle). Ces résultats, en
contradiction avec les observations de Gary et coll., (1995), semblent &tre liés
aux types d'anticorps utilisés. D"autre part, le L1 de gerbille montre une variation
de I'immunoréactivité a la vimentine et a la GFAP selon I"état d"hydratation ou de
déshydratation de I'animal. En effet, dans le L1 de gerbilles capturées dans leur
biotope en été et celles soumises d une déshydratation expérimentale, le nombre de
prolongements des CFS, éléments immunoréactifs a la vimentine ou d la GFAP est
nettement diminué par rapport a celui observé chez les animaux hydratés. Ces
observations sont en accord avec les résultats obtenus par Gary et Chronwall
(1995) chez le rat soumis a une surcharge saline. Elles suggérent I'existence d"une
relation fonctionnelle entre les CFS et I'activité sécrétoire des cellules

mélanotropes.

3-3- L"Innervation :

L*innervation du L1 de I"hypophyse de gerbille est nettement plus abondante
que celle du LI du rat et de la souris observée dans les mémes conditions
techniques. La distribution similaire de I'immunoréactivité pour la TH et la GAD
chez la gerbille suggére fortement une colocalisation du GABA et de la dopamine,
déja rapportée chez d'autres mammiféres (Vuillez et coll., 1987 ;
Schimchowitsch et coll., 1991). Les deux neurotransmetteurs qui exercent un
effet inhibiteur tonique sur I'activité fonctionnelle des cellules mélanotropes, ne
sont apparemment pas associés a des neuropeptides, comme dans le cas des

amphibiens (Tonon et coll., 1992).

3-4- Implications fonctionnelles :
Le LI de I'hypophyse de gerbille montre clairement des modifications

immunocytochimiques et ultrastructurales des cellules mélanotropes et une
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modification des CFS liées d"une part, a des variations saisonniéres et d"autre part,
a des conditions expérimentales d"hydratation des animaux, alors que les cellules de
type corticotrope ne sont pas affectées. En effet, ces variations traduites par des
modifications ultrastructurales pourraient &tre corrélées avec I'activité glandulaire
du LI. Les critéres morphologiques reflétant le plus fidélement cette activité
glandulaire sont manifestement les variations de |'ergastoplasme et des saccules
golgiens, qui peuvent tre directement reliés a I"intensité d"élaboration du matériel
sécrétoire dans les cellules. Ces critéres se sont révélés les plus fiables pour
définir le comportement du LI lors de perturbations de I"équilibre hydrominéral

chez la souris (Kobayashi et coll., 1976 ; Schmitt et coll., 1982).

Au vu des variations saisonnieres de leur morphologie, les cellules
mélanotropes seraient manifestement trés actives en hiver et présentent un repos
relatif en été, caractérisé par un stockage important de vésicules sécrétoires
matures. Les modifications ultrastructurales saisonnieres du LI de gerbilles
semblent étroitement liées aux variations hygrométriques dans le biotope naturel
de I"animal. En effet, chez les animaux capturés dans leur biotope en été, période
excessivement chaude au Sahara, caractérisée par la raréfaction extréme de I'eau
et ol I'animal est soumis & un état de déshydratation chronique, les cellules
mélanotropes présentent un état d'activité sécrétoire ralenti voir méme inhibé
marqué par un stockage important des granules sécrétoires matures et une faible
teneur en structures ergastoplasmiques. Ce méme aspect des cellules mélanotropes
est observé chez les gerbilles dans des conditions expérimentales de
déshydratation. Alors que chez les animaux capturés dans leur biotope en hiver,
période relativement humide au Sahara ol les animaux peuvent accéder & une
alimentation hydratée, toutes les caractéristiques ultrastructurales d'une intense
activité de syntheése protéique sont observables dans les cellules mélanotropes. En
effet, le cytoplasme de ces cellules, pauvre en granules sécrétoires matures montre
une prolifération des citernes ergastoplasmiques trés dilatés ainsi qu‘une
augmentation du nombre de granules nouvellement formés dans les zones golgiennes.
De telles modifications sont retrouvées chez les gerbilles dans des conditions
expérimentales d"hydratation. Des études morphologique et biochimique ont montré
une stimulation sécrétoire et une augmentation de la biosynthese de la POMC dans
les cellules mélanotropes de souris soumises a une hydratation excessive (Kobayashi
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et coll., 1984 ; Leenders et coll., 1990) ou privées de sodium (Kobayashi et
Takema, 1976 ; Schmitt et coll., 1982). Cette stimulation a été interprétée
comme une implication de I'a-MSH dans la régulation de la synthése de
I"aldosterone dans la zone glomérulaire corticosurrénalienne. D'autres études
expérimentales confirment I'"hypothése de I'effet stimulateur de I'a- MSH sur la
production d'aldostérone (Vinson et coll., 1980; Shenker et coll., 1985). Plus
récemment, cependant, Allen et coll. (1995) ont rapporté que chez les souris
transgéniques dans lesquelles I'expression du géne de la POMC dans les cellules
hypophysaires (aussi bien corticotropes que mélanotropes) a été supprimé a 98%,
aucune modification dans la synthése de I'ARNm de I"aldostérone n*a été observée.

La déshydratation par privation d*eau ou surcharge saline exerce des effets
complexes sur I'activité du L1 et engendre des résultats contradictoires. Chez la
souris, une surcharge en chlorure de sodium a 2% dans I'eau de boisson, provoque
une diminution de I"ARNm de la POMC dés le premier jour du traitement (Elkabes
et Peng Loh, 1988). Leenders et coll. (1990) ont rapporté que I'ingestion de NacCl
a 2% augmente la natrémie chez la souris et le rat, en provoquant une
hyperhydratation chez la souris et une déshydratation chez le rat. Les études
morphométriques chez la souris recevant 2 a 5% de NaCl, montrent que ce
traitement provoque une réponse biphasique des cellules mélanotropes qui consiste
en une stimulation pendant 2 a 4 jours suivie d'une inhibition de leur activité
sécrétoire (Schmitt et coll., 1982). Une telle réponse biphasique a également été
rapportée chez le rat soumis au méme type de traitement (Howe et Tody, 1970).
Les réponses biphasiques constatées refletent I'influence de stimuli opposés sur le
LI. La stimulation initiale peut résulter de I'activation des récepteurs
b- adrénergiques par les cathécholamines circulantes, due a une situation de stress,
ce qui entraverait I'effet inhibiteur dopaminergique tonique. En effet, chez la
souris hypernatrémique, la dopamine est clairement antagonisée par les facteurs
stimulants comme le montre le traitement par un agoniste de la dopamine, la
bromocriptine, qui n'a plus aucun effet inhibiteur sur le L1 stimulé de souris

traitées par le NaCl a 2% (Schmitt et coll., 1982).
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Les variations saisonniéres ultrastructurales du LI de gerbille reflétent une
fonction modulée des cellules mélanotropes. L'action inhibitrice de la dopamine
médiée par les récepteurs D2, est manifestement prédominante au cours de la
déshydratation chronique. En effet, Alper et coll., (1980) ont montré qu'une
déshydratation sévére chez le rat activait le systéme tubérohypophysaire
dopaminergique ce qui entraine un renforcement de I"inhibition tonique du LI. Nos
observations apportent un argument en faveur d'une inhibition de ["activité
sécrétoire des cellules mélanotropes de gerbilles soumises & une déshydratation
chronique expérimentale ou de gerbilles capturées dans leur biotope en période
d'été. Ces observations suggerent également, que I"hydratation semble entrainer
une levée de I'inhibition dopaminergique conduisant a une hyperactivité des cellules
mélanotropes du LI, aussi bien chez les gerbilles soumises & une hydratation
expérimentale que chez les gerbilles capturées en hiver (Lebaili et coll., 1999).

La relation entre le développement anatomique du LI et I"aptitude de I"animal
a résister a la déshydratation et par conséquent son pouvoir d'adaptation & la vie
désertique suggere lintervention de la glande dans le contrdle des processus
physiologiques impliqués (Legait et coll., 1966). Les méme auteurs ont également
rapporté que les mammiféres désertiques, présentent une régression du L1 dans des
conditions d'extréme déshydratation et acquiérent un lobe plus développé quand ils
ont libre accés da I'eau (Legait et Roux, 1961). Nos observations morphologiques et
immunocytochimiques suggérent fortement une implication fonctionnelle des cellules
mélanotropes dans la régulation de I'équilibre hydrominéral chez la gerbille. Les
mécanismes avec lesquels cette glande exerce ses effets sont encore inconnus. 1l
est évident que la compréhension du rdle du LI dans la régulation de I'équilibre
hydrominéral, passe inévitablement par I'acquisition de données précises sur le
mode d'action des différents peptides libérés par la glande et la détermination de

leurs cellules cibles. Récemment, une étude ultrastructurale de la zone glomérulée
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corticosurrénalienne de gerbille dans des conditions dhydratation et de
déshydratation, a révélé que les cellules glomérulaires présentent des images de
stimulation de la synthése de l'aldostérone chez I'animal hydraté (Saadi, 2001). Une
relation du LI avec le systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone est envisageable et
reste a démontrer.

Pour comprendre la signification du cycle sécrétoire saisonnier des cellules
mélanotropes, il est nécessaire de considérer I'écologie de cet animal dans son
biotope. En effet, dans chaque biotope, les variations journalieres et annuelles des
facteurs physiques et chimiques de I'environnement (photopériode, température,
degré hygrométrique, régime des pluies, qualité et disponibilité de la nourriture...)
déterminent les conditions bioclimatiques auxquelles sont soumis ces animaux.

Cette thése n'avait pas pour objectif I|'étude de [I'influence de
I"environnement extérieur sur la fonction mélanotrope. Mais il est évident, que cet
aspect devra étre étudié pour savoir dans quelle mesure les facteurs climatiques
tels que la photopériode, la température et le degré hygrométrique, sont
susceptibles d'étre impliqués directement ou par I'intermédiaire de la nourriture,
dans le déterminisme des variations saisonniéres de I'activité des cellules
mélanotropes de gerbille dans son biotope naturel, et quel est leur site privilégié
d'action: au niveau de I'activité mélanotrope du LI et/ou sur les facteurs de

régulation de cette activité.
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Chapitre 1V

ETUDE DU SYSTEME
NEUROSECRETOIRE HYPOTHALAMO-
NEUROHYPOPHYSAIRE.

1- INTRODUCTION
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Le systeme neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire est formé
essentiellement de deux populations de neurones a VP et a OT réparties en majorité
dans les noyaux supraoptiques et paraventriculaires. Ces neurones projettent
principalement dans la neurohypophyse ot ils envoient des terminaisons au contact
des capillaires sanguins. Le neurosécrétat provenant de ces neurones est transporté
le long des axones vers le lobe nerveux ou il sera stocké dans les corps de Herring
avant d'étre libéré selon les besoins dans la circulation sanguine.

Nous avons décrit précédemment la structure du L1 de I"hypophyse qui fait
partie intégrante du systéme hypothalamo-hypophysaire, ensemble neuroglandulaire
complexe et nous avons montré que la déshydratation chronique chez la gerbille
affecte I'activité sécrétoire des cellules mélanotropes alors que I"hydratation en
provoque la stimulation. Ces résultats suggérent fortement que le L1 de I"hypophyse
de gerbille est impliqué dans la régulation du métabolisme hydrominéral. La gerbille
est un rongeur qui manifeste une excellente adaptation & la vie désertique
puisqu'elle est capable de survivre a une déshydratation poussée par privation d"eau
durant une longue période. Vu I'importance des hormones neurohypophysaires et en
particulier la VP dans la régulation de I"équilibre hydrominéral de I"organisme, il nous
a paru intéressant de réaliser une description de la répartition des neurones VP et
OT dans les noyaux hypothalamiques de gerbille et d'étudier les variations
éventuelles du systéme neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire dans les
conditions expérimentales d'hydratation et de déshydratation de I"animal, afin de
pouvoir mieux apprécier les potentialités de son adaptation au milieu aride.

2- RESULTATS
2-1- spécificité des anticorps:

Bien que les marquages par les anticorps anti-VP et anti-OT utilisés
montrent une distribution différente des deux populations de neurones dans
I"hypothalamus de gerbille, les tests d'extinction réalisés sur des coupes
d'hypothalamus de rat montrent la possibilité de réaction croisée (voir tableau 1).

Le marquage par I"anticorps anti-OT est aboli en présence de 10 ou 20 gi/ml
de OT mais il est aussi atténué en présence de mémes concentrations de VP.
Cependant, 1l faut noter que cet anticorps ne reconnait pas les neurones du noyau
supra-chiasmatique.

Avec I'anti-VP, le marquage est fortement atténué en présence de 10 et
20m/ml de VP dans les neurones magnocellulaires. 1l est totalement aboli a 20m/ml
de VP dans les neurones du noyau suprachiasmatique. En présence de OT (10 ou 20
m/ml), un certain nombre de neurones magnocellulaires présentent un marquage
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atténué alors que les autres restent intensément marqués. Le marquage du noyau
suprachiasmatique nest pas affecté. En présence d'OT, le marquage par I"anti-VP
du lobe nerveux de I"hypophyse de gerbille est plutot renforcé.

Il faut cependant signaler que dans ces réactions croisées, les marquages
résultant sont relativement faibles.

En revanche, le marquage alternatif des coupes sériées d"hypothalamus de
gerbille par les anticorps anti-OT et anti-VP révele des distributions nettement
différentes des neurones synthétisant ces deux peptides.

2-2- Distribution des neurones VP et OT dans les noyaux hypothalamiques de
gerbille

Chez la gerbille, comme chez les autres mammiféres étudiés, les neurones
magnocellulaires neurosécrétoires sont principalement concentrés dans les noyaux
supraoptiques (NSO) et paraventriculaires (NPV). lls sont également présents dans
les noyaux accessoires: commissural antérieur et circulaire. Chez la gerbille, le
nombre de neurones magnocellulaires plus ou moins dispersés dans I'hypothalamus
antérieur est particulierement frappant.

Les neurones immunoréactifs pour la VP et pour I"OT les plus antérieurs,
sont détectés au méme niveau, a proximité de I'organe vasculaire de la lame
terminale. Le noyau supraoptique rétrochiasmatique (NRCh) est particulierement
bien développé chez la gerbille.

2-2-1- Les noyaux supraoptiques (NSO) :

Rostralement, la partie antérieure des NSO commence par quelques
neurones situés d proximité du tractus optique et qui sont adjacents a I'organe
vasculaire de la lame terminale (OVLT) (fig. 8 a, b). En allant vers la partie caudale
des noyaux, le nombre de neurones augmentent progressivement et forme un groupe
dense de neurones localisés dorso-latéralement par rapport au chiasma optique (CO)
(fig. 8 ¢, d, e, f, g, h, i, k). Cette partie antérieure des NSO montre une
codistribution de neurones a VP et @ OT dans des proportions presque équivalentes.

Dans leur partie médiane, les NSO atteignent leur taille maximale. Ils
s'étalent médialement en allant vers le 3éme ventricule et s*accolent étroitement &
la face dorso-latérale du chiasma optique (fig. 9 a, b, c, d, e, f). Bien qu'il n"y ait pas
de séparation nette dans la distribution spatiale des deux types de neurones, on
observe toutefois que la surface de marquage par l'anticorps anti-VP dans cette
partie des NSO est beaucoup plus épaisse et plus étendue et s'étale beaucoup plus
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latéralement que celle du marquage de I"OT. Ce qui montre que le nombre de
neurones VP est a ce niveau la plus important.

Dans leur partie postérieure, les NSO s'étendent dans |"aire tubérale dont
ils occupent les zones latérales (fig. 9 g, h). A ce niveau, le nombre de corps
cellulaires devient faible et on remarque une légére prédominance de neurones VP
par rapport au nombre de neurones OT.

2-2-2- Les noyaux rétrochiasmatiques (NRCh):

Les NRCh, souvent considérés comme une subdivision postérieure des NSO
sont séparés de leur partie antérieure par le tractus optique. Ils sont observés a un
niveau ol les deux tractus optiques sont nettement séparés. Chez la gerbille, les
NRCh sont trés développés et présentent une extension postérieure trés
importante avec une forte intensité du marquage immunocytochimique aussi bien de
la VP que de I'OT (fig. 10 ¢, d, e, T, g, h). lls sont constitués d'une bande épaisse de
neurones qui s'étale entre la face interne du tractus optique et I"éminence médiane.
Les neurones VP et OT sont présents dans des proportions comparables. Dans ces
noyaux, la taille des neurones parait plus réduite que celle des neurones
magnocellulaires des NSO et des NPV.

2-2-3- Les noyaux paraventriculaires (NPV) :

Les NPV, comme les NSO, présentent une grande extension rostro-caudale.
Des coupes successives nous permettent de subdiviser le NPV en trois parties: le
NPV rostral, le NPV médian et le NPV caudal. Contrairement aux NSO qui sont
formés exclusivement de neurones magnocellulaires, les NPV présentent une
cytoarchitecture hétérogene composée de neurones de grande taille, les
magnocellulaires et de neurones de petite taille, les parvocellulaires. Chez la
gerbille, les neurones parvocellulaires ne sont pas regroupés dans une région précise
des NPV, mais ils sont dispersés entre les neurones magnocellulaires.

Le NPV commence dans I"hypothalamus antérieur par un amas de neurones
disposés le long de la partie dorsale du 3éme ventricule, formant ainsi un noyau
allongé correspondant au noyau périventriculaire. Dans ce noyau, on observe une
immunoréactivité positive aussi bien de la VP que de I"OT (fig. 9 a, b). A ce niveau, le
plexus subépendymaire est bien développé dans la partie dorsale et ventrale qui
présentent une forte immunoréactivité VP alors que seulement quelques corps
cellulaires immunoréactifs pour I"OT sont observés le long du 3eme ventricule.

Dans la partie rostrale latérale du NPV correspondant au noyau commissural
antérieur décrit par Peterson (1966) chez le rat, on observe un mélange de
neurones vasopressinergiques et ocytocinergiques. A travers |'extension rostro-
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caudale de cette subdivision, les neurones VP et OT peuvent &tre répartis en un
groupe médian situé dorsalement de part et d"autre du 3éme ventricule et en un
groupe étalé dorsolatéralement par rapport au 3éme ventricule (fig. 9 c, d).

Le NPV médian, correspondant au NPV classiquement défini, est composé
d'un mélange de cellules a VP et a OT. Dans la moitié rostrale du NPV médian, les
neurones VP et OT coexistent dans des proportions comparables avec une forte
concentration de corps cellulaires dans sa partie ventro-médiane (fig. 9 e, f, g, h). A
ce niveau, I"immunoréactivité VP marque intensément le plexus subépendymaire
aussi bien dans sa partie dorsale que ventrale alors qu‘un marquage net a I*anticorps
anti-OT est détectable dans quelques neurones situés le long du plexus
subépendymaire. De cette partie du NPV part un important faisceau latéral
d'axones intensément marqués s'intégrant dans le tractus neurosécrétoire
hypothalamo-neurohypophysaire.

Dans sa moitié caudale, le NPV médian est organisé en forme conique
caractéristique (fig. 10 a, b, c, d). A ce niveau, la concentration des corps cellulaires
diminue et on observe toujours des neurones VP et OT, ces derniers étant localisés
périphériqguement. De nombreuses projections axoniques partent de ce niveau du
NPV pour rejoindre le tractus hypothalamo-neurohypophysaire.

Le NPV caudal, s"étire latéralement et change de forme. 1l est composé d"un
mélange de neurones VP et OT, mais la concentration de I"'immunoréactivité aussi
bien VP que OT a nettement diminuée et les neurones sont peu nombreux et trés
éparpillés (fig. 10 c, d). A ce niveau, certains neurones envoient des projections
axoniques vers le noyau périfornical postérieur dont les neurones sont fortement
marqués par |"anticorps anti-VP.

2-2-4- Noyaux accessoires

On appelle noyaux accessoires, tous les groupes de neurones immunoréactifs
pour la VP et I'OT qui sont localisés en dehors des NSO et des NPV. Comme dans le
NSO, seuls des neurones de grande taille (magnocellulaires) sont observés dans ces
noyaux. Chez la gerbille, la présence de ces groupes de neurones commence & étre
détectée dans la zone préoptique. Le noyau préoptique médian ventral comporte des
neurones neurosécrétoires immunoréactifs pour la VP et I"OT (fig. 8 g, h). Chez la
gerbille, il existe une importante population de neurones VP et OT dispersés dans
I'hypothalamus antérieur, limités antérieurement au niveau de I'OVLT et ne
dépassqgnt guere, postérieurement le niveau du NPV. (Fig. 8 i, k ; fig. 9 a, b, ¢, d, e,
f). Dans le noyau périfornical antérieur, un groupe de neurones est marqué par
I'anticorps anti-VP, alors que le marquage pour I'OT est absent (fig. 9 c,d,e,f).
Quelques neurones VP et OT sont dispersés le long du faisceau latéral provenant du
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NPV et rejoignant le tractus hypothalamo-neurohypophysaire (fig. 9 c, d). Au niveau
du noyau périfornical postérieur, des neurones vasopressinergiques et
ocytocinergiques coexistent (fig. 10 c, d, e, T).

2-3- NEUROHYPOPHYSE

Comme chez les autres espéces de mammiféres étudiés, la neurohypophyse de
gerbille est un organe neuro-glio-vasculaire. Elle comprend deux régions différentes
. I"éminence médiane et le lobe nerveux.

2-3-1- L'éminence médiane

Elle constitue la partie proximale de la neurohypophyse qui forme le plancher du
3éme ventricule et qui se prolonge par la tige pituitaire. Elle est formée de deux
couches morphologiqguement distinctes :

- La zone interne (Z1) est une zone fibreuse proche du 3éme ventricule qui
constitue le lieu de transit des axones peptidergiques immunoréactifs a I'anticorps
anti-VP (fig.11la) et anti-OT (fig.11b) qui se dirigent vers le lobe nerveux et des
axones dopaminergiques et Gabaergiques immunoréactifs a I'anticorps anti-TH
(fig.11c) et anti-GAD (fig.11d), qui vont en direction du lobe nerveux et du lobe
intermédiaire de I"hypophyse.

- La zone externe (ZE ) est une zone superficielle qui difféere de la Z1 par
son aspect palissadique caractéristiqgue dii & un arrangement de prolongements
nerveux et gliaux qui viennent se connecter aux capillaires & endothélium fenétré du
plexus primaire du systeme porte hypothalamo-hypophysaire. Des terminaisons
nerveuses immunoréactives a I'anticorps anti-VP sont présentes a ce niveau (fig. 11
a) mais le marquage a I'anti-OT est pratiquement absent (fig.11b). Des fibres TH
immunoréactives et GAD-immunoréactives transitent également par cette zone (fig.
11 c) et (fig. 11 d).

2-3-2- Le lobe nerveux (LN)
2-3-2-1- Microscopie photonique

Comparé au LN de rat dont la vascularisation est formée d'un réseau trés
fourni de petits capillaires (fig.12b), le LN de gerbille est caractérisé par la
présence de vaisseaux de grand diameétre qui lui conferent une structure tres
particuliere (fig.12a).

Le tissu nerveux, délimité par une lame basale, constitue la masse principale
de la glande. 1l contient essentiellement des fibres et des terminaisons nerveuses
provenant de I"hypothalamus.

Les marquages immunocytochimiques avec les anticorps anti-VP et anti-OT,
montrent en microscopie photonique une distribution de I"'immunoréactivité VP
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relativement homogeéne sur toute la surface du LN, alors que I'immunoréactivité OT
est préférentiellement localisée & la périphérie du LN. Ces marquages présentent
une concentration de I'immunoréactivité Vp (fig. 13 a) et OT (fig. 13 b) au contact
des espaces péricapillaires plus ou moins dilatés. Cette organisation palissadique
autour de grands capillaires, rappelle la structure de la ZE de I'éminence médiane.
Des formations arrondies pouvant atteindre plusieurs pm présentant une forte
immunoréactivité VP ou OT sont souvent observées dans le LN, plus fréquemment au
niveau rostral que caudal. Ce sont des portions dilatées d'axones habituellement
appelées corps de Herring (fig. 13 a et b).

La vimentine et la GFAP sont deux marqueurs de la glie. Dans le LN, ils
mettent en évidence la présence des pituicytes et leurs prolongements.

Chez la gerbille, I'anticorps anti-vim marque intensément le LN de
I"hypophyse. L'immunoréactivité vim est uniformément répartie dans le lobe et
caractérise de nombreux prolongements (fig. 13 c).

L'immunoréactivité GFAP du LN de gerbille est plus faible. Elle est
essentiellement localisée dans la zone rostrale. Quelques corps cellulaires et des
prolongements épais sont fortement marqués (fig. 13 d).
2-3-2-2- Structure en microscopie électronique

Les terminaisons neurosécrétoires présentent une organisation en palissade
serrée au contact de la basale nerveuse limitant de larges espaces périvasculaires.
Ces terminaisons renferment de nombreux granules neurosécrétoires, de densité
variable et des microvésicules de type synaptique. Ces derniéres sont mélées aux
granules neurosécrétoires et regroupées en amas polarisés au voisinage de la
membrane plasmique qui, au contact de la lame basale, présente un encrolitement
caractéristique de la synapse neurohémale (fig. 14 a).

Des axones plus ou moins dilatés, renfermant en général beaucoup moins de
granules que les terminaisons périvasculaires occupent la zone interne aux
palissades. Dans I"ensemble des axones neurosécrétoires, comme chez le rat, deux
types de fibres peuvent tre distingués en fonction du diamétre des granules (100 a
200 nm) (fig. 14 b). Des formations granulo-membranaires complexes de type
autophagique sont parfois rencontrées, en particulier dans de volumineuses
dilatations axonales de type corps de Herring.

Les corps cellulaires des pituicytes sont localisés dans des zones internes et
n*envoient que des prolongements au contact de la membrane basale. Ces cellules
présentent des caracteres ultrastructuraux comparables a ceux du rat, avec
cependant une absence notable d'inclusions lipidiques, fréguemment rencontrées
chez le rat et la souris.
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Les vastes espaces périvasculaires contiennent des cellules présentant les
caracteres morphologiques de macrophages et de fibroblastes ainsi que des
trousseaux de fibrilles de collagénes. Les capillaires présentent un endothélium
fenétré.

2-4- VARIATION DU SYSTEME NEUROSECRETOIRE HYPOTHALAMO-
NEUROHYPOPHYSAIRE EN FONCTION DE L'ETAT D'HYDRATATION

La comparaison de I'immunoréactivité pour la VP et I"OT chez les animaux
hydratés et déshydratés montre des différences dans la densité et la distribution
du marquage au niveau des neurones magnocellulaires, aussi bien dans les NSO que
dans les NPV et les noyaux accessoires ainsi qu'au niveau de la neurohypophyse.

2-4-1- Les neurones magnocellulaires

Chez la gerbille déshydratée, I'immunoréactivité pour la VP et I'OT est trés intense
dans les neurones magnocellulaires. Elle est caractérisée par une forte densité du
marquage dans les corps cellulaires et les prolongements au niveau des NSO (fig. 15
a et b; 18 a), des NPV (fig. 16 a et 18 c), des NPe (fig.16 c) et des noyaux
accessoires (fig. 17 a et c; 19 a).

Ce marquage nous permet de distinguer deux types de prolongements ; ceux tres
chargées de matériel immunoréactif, apparaissent trés épais et s"apparentent d des
dendrites et d'autres, plus fins et moins fortement marqués, se détachent des
noyaux et semblent constituer des axones (fig. 15 d). Les neurones VP et OT révélés
par immunocytochimie, n‘augmentent pas de taille chez l'animal déshydraté par
rapport a l'animal hydraté, mais I'épaississement de leurs dendrites chargés de
matériel fortement immunoréactif laisse supposer un développement spatial de ces
neurones.

Chez I'animal hydratée, le marquage a I'anticorps anti-VP et anti-OT est
positif dans les neurones magnocellulaires des noyaux hypothalamiques tels que les
NSO (fig. 15 c et d et 18 b), les NPV (fig. 16 b et 18 d), les NPe (fig. 16 d) et les
noyaux accessoires en général (fig. 17 b et d; 19b). Toutefois, I'intensité du
marquage est sensiblement plus faible dans les corps cellulaires qui présentent
souvent un ceeur relativement clair notamment pour la VP au niveau des NSO (fig. 15
c). Les dendrites sont moins chargés en matériel immunoréactif pour la VP et I'OT
dans tous les noyaux magnocellulaires et apparaissent nettement moins épais que
chez l'animal déshydraté. Les fibres axoniques immunoréactives des NSO en
particulier, présentent des varicosités (fig. 15 d).
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4-2- La neurohypophyse
4-2-1- L'éminence médiane

Chez la gerbille, le tractus hypothalamo-neurohypophysaire est
immunoréactif a la VP (fig. 20 a et b) et a I'OT (fig. 20 c et d) dans la zone interne
de I'EM, quelque soit I'état d'hydratation de l'animal. Toutefois, la densité du
marquage est plus forte chez I'animal déshydraté aussi bien pour la VP que pour
I'OT. Quelques dilatations d'axones attribuées a des corps de Herring sont
immunoréactives a l'anticorps anti-VP (fig. 20 a) et a l'anticorps anti-OT (fig. 20 b).

2-
2-

—4-
—4-

-2- Le lobe nerveux

-2-1- Immunocytochimie en microscopie photonique

Chez l'animal déshydraté, le LN montre une forte immunoréactivité avec
I'anticorps anti-VP. Le marquage est tres étendu et présente une distribution
palissadique trés épaisse autour des capillaires sanguins. De nombreuses dilatations
axonales sont observées ; certaines sont moins fortement marquées que d'autres
(fig. 21 a).

L'immunoréactivité OT du LN est également intense, mais moins étendue
quavec la VP. Le marquage est plutét périphérique et montre également une
distribution palissadique épaisse autour des espaces péricapillaires. De grosses
dilatations fortement immunoréactives sont présentes (fig.21 c).

Chez la gerbille hydratée, I'immunoréactivité VP (fig. 21 b) et OT (fig. 21 d)
du LN est positive. Toutefois, la densité du marquage est faible et la distribution
palissadique du marquage autour des espaces péricapillaires décrite chez I'animal
déshydraté n'est pas observée. Le marquage est plutot diffus et occupe les zones
internes aux palissades. Des dilatations nettement moins volumineuses que celles
observées dans le LN de gerbille déshydratée sont intensément marquées par
I'anticorps anti-VP (fig. 21 b) et anti-OT (fig. 21 d).

L'anticorps anti-vim marque intensément le LN quel que soit I'état
d'hydratation de [l'animal. Cependant, chez la gerbille déshydratée,
I'immunoréactivité caractérise des prolongements courts et épais (fig. 22 a) alors
que chez l'animal hydraté, les prolongements immunoréactifs apparaissent plutét
longs et fins (fig. 22 b).

Avec l'anticorps anti-GFAP, de multiples prolongements trés épais fortement
marqués sont essentiellement concentrés dans la zone rostrale du LN de gerbille
hydratée (fig. 22 d), alors que chez la gerbille déshydratée, I'immunoréactivité a la
GFAP est nettement atténuée (fig.22 c). Le marquage est porté par de fins et
courts prolongements localisés surtout dans la zone rostrale (fig. 22 c).

2
2
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2-4-2-2-2- Aspect ultrastructural

L'observation en microscopie électronique montre que le LN d'hypophyse de

gerbille présente des compartiments sécrétoires riches en granules
neurosécrétoires (GNS) quel que soit I'état d’hydratation de I'animal (fig.23 a et b).
Toutefois, il faut noter que chez I'animal déshydraté, les GNS sont nettement plus
denses et apparaissent plus nombreux (fig. 23 a). lls sont stockés surtout dans des
expansions axonales volumineuses appelées corps de Herring. Les zones
palissadiques formées par les terminaisons nerveuses au contact de la basale
limitant les espaces périvasculaires, sont plus développées chez I'animal déshydraté
(fig. 23 c) que chez I'animal hydraté (fig. 23 d).
Par ailleurs, des corps de Herring riches en lysosomes et contenant de nombreuses
formations granulo-membranaires sont plus fréquemment observés dans le LN de
gerbille déshydratée (fig. 24 a et c) que dans celui de I'animal hydraté (fig. 24 b et
d).

D'autre part, chez la gerbille hydratée, les pituicytes envoient de nombreux
prolongements longs et fins qui s'insinuent entre les terminaisons nerveuses les
englobant parfois entierement (fig. 25 b et 26 b). Ces expansions cytoplasmiques
des pituicytes s'intercalent souvent entre les terminaisons nerveuses et la lame
basale qui sépare le parenchyme de l'espace périvasculaire (fig. 26 b). Par contre,
chez [lanimal déshydraté, les pituicytes présentent des prolongements
cytoplasmiques souvent rétractés (fig.25 a). Les images des expansions
cytoplasmiques s'intercalant entre les terminaisons nerveuses sont plus rares alors
que ces prolongements sont quasiment absents au niveau des espaces périvasculaires
entre la lame basale et les terminaisons nerveuses qui forment des palissades trés
serrées (fig. 26 b), offrant ainsi un large espace pour I'établissement de synapses
neurohémales.

3- DISCUSSION
3-1- Considérations techniques:

Les tests de saturation des anticorps anti-VP et anti-OT utilisés, montrent
que leur spécificité n'est pas absolue ; ils ont d{ tre réalisés chez le rat pour
controler cette spécificité.

Cependant, l'observation du marquage réalisé chez la gerbille aussi bien dans
I'nypothalamus que dans I'hypophyse, plaide fortement en faveur de marquage plus
spécifique dans cette espece. Ainsi, I'immunoréactivité OT est positive dans les
noyaux suprachiasmatiques chez le rat, alors qu'elle est négative chez la gerbille.

De plus, la distribution du marquage est différente pour les deux neurohormones
dans le systeme neurosécrétoires hypothalamo-neurohypophysaire. En effet, les
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coupes adjacentes d’hypothalamus, montrent clairement une distribution différente
des neurones magnocellulaires VP et OT dans les différents noyaux. D'autre part,
les marquages effectués avec ces anticorps dans I'hypophyse, révélent une
répartition nettement distincte de limmunoréactivité VP et OT dans les
terminaisons nerveuses.

3-2- Distribution des neurones VP et OT dans I'hypothalamus de gerbille

L"utilisation de la technique immunocytochimique a I'aide d*anticorps anti-VP
et anti-OT, nous a permis de décrire pour la premiére fois la distribution des
neurones vasopressinergiques et ocytocinergiques dans |I*hypothalamus de gerhbille.
La mise en évidence de la VP sur une coupe histologique et de I'OT sur la coupe
histologique immédiatement voisine a permis d'établir une cartographie de la
distribution de ces deux types de neurones dans les noyaux hypothalamiques.

Comme chez les autres mammiféres étudiés (Silverman et Zimmerman,
1983), les neurones magnocellulaires a VP et & OT sont répartis principalement dans
les deux formations bien délimitées de I"hypothalamus, les NSO et les NPV, mais
aussi dans plusieurs régions accessoires. Toutefois, les deux populations de cellules
neuropeptidergiques présentent une différence frappante dans leur distribution par
rapport a celle décrite habituellement chez les autres mammiféres.

3-2-1- Les noyaux supraoptiques (NSO) :

La disposition de ces noyaux est completement différente de celle du rat. lls
sont en effet, trés allongés et s'étendent sur la partie dorso-latérale du chiasma
optique, ce qui leur confere une forme et une disposition trés caractéristiques des
rongeurs désertiques, décrites également chez la gerboise (Lakhdar-Ghazal, 1992)
et la mérione (Rabhi et coll., 1993). Chez la gerbille comme chez les autres
especes étudiées, les NSO sont composés exclusivement de neurones
magnocellulaires. Contrairement a ce qui a été observé chez d*autres espéces ou les
corps cellulaires des neurones a OT occupent la partie antéro-dorsale et ceux des
neurones & VP la partie postéro-ventrale des NSO (Swaab et coll., 1975;
Vandesande et Diericks, 1975; Hou-Yu et coll., 1986; Wu et Shen, 1994), un
mélange sans délimitation spatiale précise des deux types de neurones est observé
tout le long des NSO chez la gerbille.

Dans la partie antérieure rostrale des NSO, les neurones a VP et a OT
coexistent dans des proportions presque équivalantes alors que chez le rat et
d'autres mammiféres étudiés, seuls des neurones d OT ont été décrits dans cette
partie (Swaab et coll., 1975 a et b; Hou-Yu et coll., 1986). Dans la partie

98

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

médiane des NSO de gerbille, la surface marquée par I'anticorps anti-VP est
nettement plus épaisse et plus étendue que celle marquée par I'anticorps anti-OT,
ce qui témoigne d"une prédominance de cellules vasopressinergiques.

L'intense immunoréactivité VP observée dans les NSO chez la gerbille,
témoigne de l'abondance des neurones vasopressinergiques. Ceci pourrait étre en
liaison avec l'importance physiologique particuliere des neurones & VP puisqu'il
semble que chez le rat le NSO possede une certaine primauté dans la synthése et la
libération de la VP (Scherman et coll., 1986; Reppert et Uhl, 1988).

3-2-2- Les noyaux rétrochiasmatiques (NRCh)

Les noyaux rétrochiasmatiques, souvent considérés comme la partie
postérieure des NSO sont particulierement développés chez la gerbille, ol ils se
présentent sous forme d'une bande épaisse fortement immunoréactive pour la VP et
I"OT, alors que ces noyaux se limitent a une fine couche de neurones chez le rat. Le
marquage est cependant plus étendu pour la VP ce qui témoigne d'un nombre plus
important de neurones VP. Dans ce noyau, la taille des neurones parait plus réduite
que celle des neurones magnocellulaires des NSO et des NPV et constitue
probablement une caractéristique de cette espéce.

3-2-3- Les noyaux paraventriculaires (NPV)

Les NPV sont des structures complexes avec une cytoarchitecture
hétérogene dans laquelle des éléments magnocellulaires et parvocellulaires ont été
décrit depuis longtemps (Krieg, 1932; Armstrong et coll., 1980). Mais si dans les
NPV de rat on observe un regroupement des corps cellulaires des neurones
magnocellulaires dans la région la plus latérale et des neurones parvocellulaires dans
la région proche du 3%™ ventricule, chez la gerbille par contre, les NPV ne sont pas
compartimentés. Les neurones parvocellulaires facilement identifiés par leur petite
taille, sont dispersés entre les éléments magnocellulaires. La portion magnocellulaire
du NPV a été subdivisée par certains auteurs en partie médio-ventrale et en partie
dorso-latérale chez différents mammiféres étudiés (Defendini et Zimmerman,
1978; Hosoya et Matsushita, 1979). D'autres auteurs le subdivisent en NPV
rostral qui correspond au noyau de la commissure antérieure de Peterson (1966) et
en NPV caudal qui désigne la division magnocellulaire classique du NPV (Buijs, 1978;
Swaab et coll., 1975b; Kiss, 1988).

Chez la gerbille, le NPV semble moins structuré que chez le rat. 1l ne
présente pas une délimitation apparente entre les éléments magnocellulaires et
parvocellulaires. Les neurones parvocellulaires sont faiblement éparpillés entre les
neurones magnocellulaires qui sont plus abondants. Cependant, chez la gerbille le
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NPV peut &tre subdivisé en 3 parties: le NPV rostral, le NPV médian, le NPV caudal,
en se basant sur I'immunoréactivité VP et OT des structures magnocellulaires qui le
composent .

Le NPV rostral:

Cette partie du NPV constituée par le noyau de la commissure antérieure
(NCA) de Peterson (1966), est située des deux cotés du 3éme ventricule. Chez le
rat, le NCA est séparé du NPV médian par un espace de 100 & 150 pm occupé par
des cellules éparses; ce qui a conduit certains auteurs a le classer parmi le groupe
des noyaux accessoires (Peterson, 1966). Chez la gerbille, cet espace de séparation
entre le NCA et le NPV médian n'est pas observé et I'on peut déduire que le NCA
forme réellement la partie rostrale du NPV. D'autre part, il est intéressant de
noter que chez la gerbille le NCA est composée d’un mélange de neurones a VP et a
OT, alors que chez le rat, il est formé exclusivement de neurones ocytocinergiques
(Rhodes et coll., 1981; Hou-Yu et coll., 1986).

Le NPV médian et le NPV caudal:

Dans sa partie médiane, le NPV atteint son développement maximal révélé
par la densité du marquage qui met en évidence la présence des deux populations de
neurones peptidergiques. Les deux types de neurones dans le NPV médian et caudal
ne montrent pas de différence spatiale notable dans leur distribution,
contrairement a ce qui a été décrit chez d'autres especes ou, les neurones a VP
sont situés dans la partie caudale ventrale du NPV et les neurone a OT dans sa
partie rostro-dorsale (Swaab et coll., 1975b ; Vandesande et Dierickx, 1975;
Hou-Yu et coll., 1986 ; Wu et Shen, 1994). Chez la gerbille, les neurones a VP et
a OT coexistent dans le NPV médian et caudal et sont répartis uniformément tout
le long de ces structures avec cependant un nombre plus important de neurones
vasopressinergiques. L'étude comparative de la distribution des deux types de
cellules neuropeptidergiques chez le rat (Hou-Yu et coll., 1986) fait ressortir au
contraire, une prédominance de neurones d OT dans ces structures.

3-2-4- Les noyaux accessoires:

L"hypothalamus de gerbille est caractérisé par la présence de nombreux
neurones immunoréactifs pour la VP et I'OT localisés en dehors des NSO et NPV.
Ces neurones sont généralement de grande taille et forment de nombreux noyaux
accessoires bien développés. Dans ces noyaux, le nombre des neurones VP est
nettement plus important que celui des neurones OT, alors que dans |I"hypothalamus
de rat, ce sont les neurones OT qui prédominent dans la majorité de ces groupes
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accessoires (Rhodes et coll., 1981; Armstrong, 1985). Depuis les travaux les plus
anciens consacrés a I"étude du systéme hypothalamo-neurohypophysaire, par des
techniques histochimiques classiques, on sait quun certain nombre de neurones
magnocellulaires peuvent &tre mis en évidence en dehors des NSO et des NPV des
mammiferes (Bargmann et coll., 1950). Peterson (1966) propose une
nomenclature pour les différents groupes accessoires qu'il décrit chez le rat. La
fonction de ces groupes de neurones dispersés n'est pas encore bien claire. Ces
neurones montrent une morphologie trés hétérogéne avec une grande variation de la
taille et la forme des corps cellulaires, le nombre et les ramifications des dendrites
et la direction que prennent les axones (Sofroniew et Glasmann, 1981). Bien que
les NSO et les NPV ont toujours focalisé I'attention et I'intérét des chercheurs,
les groupes accessoires constituent néanmoins, une proportion substantielle de
projections vasopressinergiques et ocytocinergiques vers la neurohypophyse treés
étudiées chez divers rongeurs (Rhodes et coll., 1981; Armstrong, 1985). Toutes
ces données ont conduit un certain nombre de travaux a envisager un role
particulier a chacun de ces groupes accessoires, réle plus ou moins étroitement
intégré a ceux connus des NSO et des NPV. C'est ainsi que Tweedle et Hatton
(1976) envisagent un regroupement des osmorégulateurs de Verney dans le noyau
circulaire de Peterson.

L"étude immunocytochimique comparative de la distribution des neurones VP
et OT dans I"hypothalamus de gerbille, montre d*une part, I'existence des deux
populations de cellules neuropeptidergiques dans des zones ne contenant que des
neurones a OT chez le rat et d"autre part, une prédominance des neurones VP dans
les NSO et les NPV ainsi que dans les nombreux noyaux accessoires. Il est
actuellement bien établi que la majorité des fibres a VP et @ OT provenant des NSO
et des NPV et de certains noyaux accessoires projettent vers la neurohypophyse.
En effet, depuis les travaux de Bargmann et Scharrer (1954), I'origine
hypothalamique et le réle de la sécrétion neurohypophysaire ne sont plus contestés
et le schéma qui met en ceuvre sa synthése dans I"hypothalamus, son passage par la
tige pituitaire et son accumulation dans la neurohypophyse sont bien admis.

L*abondance des neurones vasopressinergiques observés par
immunocytochimie, révele donc I'existence d'un systeme vasopressinergique
particulierement développé dans les aires hypothalamiques de gerbille, rongeur
désertique, et suggere qu'en plus de son réle périphérique connu dans le maintien de
I"équilibre hydrominéral, la vasopressine pourrait également intervenir a d'autres
niveaux dans les mécanismes d'adaptation a la vie désertique, a travers des
projections centrales. En effet, une étude comparative de la distribution des sites
de la VP et de I'OT, dans le systeme nerveux central de la mérione, une autre espece
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de rongeur désertique, a révélé l'existence de nombreux sites VP dans plusieurs
parties du SNC qui seraient modulés dans certaines régions par la déshydratation
(Rabhi, 1995).

3-3- Structure du LN

Mis & part sa vascularisation formée de vaisseaux de grand diamétre qui lui
confere un aspect caractéristique, le LN ne différe pas sur le plan structural de
celui des autres espéces étudiées (Morris, 1976b ; Tweedle, 1983 ; Nordmann,
1983). Le tissu nerveux de ce lobe, délimité par une lame basale, est composé
d'axones non dilatés, de terminaisons nerveuses (TN) et de dilatations axonales.

Les axones non dilatés assureraient comme chez le rat, le transport de type
rapide du matériel de neurosécrétion (Swann et Pickering, 1976). Les microtubules
gu'ils contiennent, seraient impliqués dans la fonction de transport (Muller et coll.,
1987).

Chez la gerbille, les TN contiennent de nombreuses microvésicules
regroupées en amas. Le rdle de ces microvésicules n'est pas encore bien élucidé.
Néanmoins, Stoeckel et coll. (1975), utilisant la technique de précipitation par le
pyroantimonate, ont suggéré qu'elles contiennent une forte concentration de calcium
ionisable. D'autres auteurs leur attribuent un réle dans la recapture a haute affinité
du cat+ (Nordmann et Chevallier, 1980 ; Shaw et Morris, 1980), mais aussi une
régulation et un recyclage des récepteurs de surface (Johnston et coll., 1989).
Les TN sont en contact direct avec les vaisseaux sanguins. Ceci suggere qu'elles
seraient le site actif principal de la sécrétion hormonale (Morris et coll., 1987).

Le fait que les dilatations axonales sont plus chargées en grains de
neurosécrétion que les TN, qu'elles aient une teneur en lysosomes relativement
¢levée et qu'elles soient situés loin des espaces péricapillaires est en faveur de
I'hypothése générale qui considére ce compartiment comme un lieu de stockage et
de dégradation des hormones dgées (Nordmann et Labouesse, 1980). Il faut noter
cependant, que les dilatations axonales peuvent &tre le siége d'une libération
hormonale méme si elles ne sont pas en contact avec la membrane basale (Nordmann
et coll., 1988; Morris et Pow, 1988; Tweedle et coll., 1988).

Chez la gerbille, les pituicytes, cellules gliales spécifiques du LN (Salm et
coll., 1982), sont comme chez le rat, morphologiquement faciles a identifier par
leur forme étoilée et leurs prolongements cellulaires qui s'intercalent entre les
composantes neurosécrétrices, entourent les TN et remplissent les espaces entre
les axones. Toutefois, les inclusions lipidiques fréquemment observées dans les
pituicytes de rat (Wittkowski, 1986) et de gerboise (Raji, 1994), sont quasiment
absentes dans le LN de gerhbille.
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3-4- Effet de I'hydratation et de la déshydratation sur le systéme
hypothalamo-neurohypophysaire:

3-4-1- Les neurones magnocellulaires:

La comparaison de I"'immunoréactivité VP et OT observée dans les neurones
des différents noyaux hypothalamiques chez les animaux hydratés et déshydratés,
montre une différence dans I'intensité du marquage. Chez la gerbille déshydratée,
le marquage est tres dense dans les corps cellulaires et les dendrites qui montrent
une véritable accumulation de matériel immunoréactif aussi bien pour la VP que pour
I"OT. Les neurones magnocellulaires montrent un épaississement remarquable des
dendrites. Ces observations témoignent d'une modification morphologique traduite
par un développement spatial de ces neurones. Au contraire, chez I"animal hydraté,
la densité du marquage diminue relativement dans les corps cellulaires et les
prolongements nerveux correspondant aux dendrites qui apparaissent nettement
plus fins. Cette diminution est beaucoup plus remarquable dans les neurones VP.

La variation détectable du contenu hormonal des neurones traduit sans doute
une modification fonctionnelle qui dépend de I'équilibre synthése-transport et/ou
libération. L'accumulation du matériel immunoréactif dans le corps cellulaire et les
dendrites chez l'animal déshydraté, peut signifier une augmentation de la synthése
qui dépasse la capacité de transport comme elle peut signifier aussi un
ralentissement de la sécrétion d'ot accumulation du matériel neurosécrétoire.

Depuis les travaux de Verney (1947) qui ont démontré trés tot,
I"importance de la stimulation osmotique dans la régulation de la sécrétion de la VP,
le changement de l'osmolarité constitue le stimulus de choix dans I'étude de la
réponse hypothalamique. La déshydratation et I"hydratation sont deux situations
physiologiques connues pour modifier aussi bien la sécrétion des neurohormones que
leur biosynthese (Gainer et coll., 1977; Hans et coll., 1986). En effet, Les
données basées sur les observations morphologiques chez le rat, considéerent les
effets de la stimulation osmotique sur la plasticité de l'axe hypothalamo-
neurohypophysaire comme une preuve de laugmentation de son activité
fonctionnelle (Tweedle et Hatton, 1977 ; Modney et coll., 1988; Luchman et
Bicknell, 1990; Beaey et coll., 1992; Marzban et coll., 1992; Rabhi, 1993).

D'autres travaux ont rapporté I"action de cette stimulation sur I"expression
génétique des deux neurohormones hypothalamiques. Dans la plupart des cas, les
ARNmM de la VP et de I"OT mais aussi d"autres neuropeptides sont augmentés apres
stimulation dans les noyaux hypothalamiques (Majzoub et coll., 1983 ; Burbach et
coll., 1984; Sherman et coll., 1986; Zingg et coll., 1986; Van Tol et coll.,
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1987; Hyodo et coll., 1989; Meister et coll., 1990; Burbach et Wiegant,
1990; Meister et coll., 1990; Arnauld et coll., 1993; Day et Yao, 1995). Des
études antérieures de l'axe hypothalamo-neurohypophysaire, réalisées chez deux
especes de rongeurs désertiques, en l'occurrence, la gerboise et la mérione,
présentent deux résultats différents. Chez la gerboise, I'examen de I'état de la
biosynthése dans les noyaux hypothalamiques ne montre pas de différence
importante dans le contenu en ARNm de la VP entre I'animal déshydraté et le témoin
(Raji, 1994). Au contraire, chez la mérione, la déshydratation provoque une
augmentation de la concentration de VP dans les noyaux hypothalamiques et une
augmentation importante des ARNm de la VP et de I'OT dans ces noyaux
magnocellulaires (Rabhi, 1995). La mérione semble se rapprocher d'avantage du rat,
ot la déshydratation induit une augmentation des ARNm de la VP et de I'OT dans les
noyaux magnocellulaires. La différence dans I'intensité du marquage de la VP et de
I"OT observée dans les neurones des différents noyaux hypothalamiques de gerbille
témoigne de I'existence de deux effets différents selon que I'animal est hydraté ou
déshydraté. Ces effets sont traduits d'une part, par une forte densité du matériel
immunoréactif dans les neurones magnocellulaires des noyaux hypothalamiques, avec
un épaississement remarquable des dendrites chez I"animal déshydraté, et d'autre
part, par la réduction significative du marquage dans ces neurones immunoréactifs a
la VP et a I'OT chez I"animal hydraté. L'accumulation importante du matériel VP-
immunoréactif et OT-immunoréactif dans les neurones magnocellulaires de
I'hypothalamus de gerbille apres trois mois de déshydratation, pourrait refléter une
augmentation soutenue de la synthese des neurohormones qui se maintient pendant
une longue période de restriction hydrique. Cependant, I"hydratation engendre une
diminution de la densité du marquage qui serait probablement due a une baisse de la
synthése hormonale. Chez la mérione déshydratée, le contenu en VP décelable par
immunocytochimie est nettement augmenté dans les neurones supraoptiques et
paraventriculaires. Cette augmentation se maintient apres un mois et plus de
déshydratation (Rabhi, 1995), alors que chez le rat, les niveaux de VP mais aussi
d'OT, baissent dans les noyaux aprés quelques jours de déshydratation (George,
1976) et de surcharge saline (Dellmann et coll., 1988). Par ailleurs, Dellmann et
coll. (1988) ont observé une accumulation a des stades tardifs de déshydratation,
de matériel VP-immunoréactif et OT-immunoréactif dans les dendrites des
neurones magnocellulaires des NSO et des NPV chez les rats qui survivent a une
déshydratation par surcharge saline pendant une longue période. Nos observations
ayant été réalisées sur des animaux apres une longue période de privation d'eau (3
mois), il est intéressant de constater que les neurones magnocellulaires manifestent
les mémes signes que ceux observés chez les rats qui survivent a une surcharge
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saline, c'est & dire, une accumulation de matériel VP immunoréactif et OT
immunoréactif dans les dendrites. La gerbille, rongeur désertique, est capable de
survivre de trés longues périodes sans absorber d'eau libre. Elle a certainement
développé des mécanismes adaptatifs qui I'accommodent a cette privation d’eau
prolongée. Le marquage des neuropeptides particulierement dense dans les
péricaryons et les dendrites des noyaux hypothalamiques chez la gerbille
déshydratée, peut &tre considéré comme I"expression d'un état physiologique
probablement lié & cette capacité d*adaptation, qui pourrait permettre a I'animal de
faire face a tout moment & une demande hormonale accrue conditionnée par les
aléas d'un milieu peu favorable a la vie. La différence des marquages
immunocytochimiques concerne aussi bien les neurones a VP que les neurone a OT, ce
qui suggere que les neurones a OT comme ceux a VP sont impliqués dans des
réponses physiologiques liées a I'état d'hydratation de l'organisme et que I'OT
pourrait jouer un rdle non négligeable dans les mécanismes de la régulation de
I'équilibre hydrominéral chez la gerbille. Chez le rat, les neurones OT aussi bien que
les neurones VP, sont activés au cours de la deshydratation chronique (Wakerley et
coll., 1978). Les taux d’ARNm OT et des peptides OT posthypophysaires sont
également augmentés au cours de I'hyperosmolarité chez le rat (Majzoub et coll.,
1983 ; Burbach et coll., 1984; Sherman et coll., 1986; Kiss et Mezey ; 1986;
Young et coll. ; 1987 ; Van Tol et coll., 1987). L'augmentation de 'ARNm OT
comme celle de I'ARNm VP, consécutives a une stimulation osmotique est
accompagnée par une activation de facteur de la transcription tel que le cfos,
témoin habituel de l'activité neuronale (Sharp et coll., 1991 ; Giovannelli et
coll.,1990 ; Fenelon et coll., 1993).

3-4-2- Lobe nerveux (LN)

L'analyse immunocytochimique du LN de gerbille aprés trois mois de
déshydratation, montre une forte concentration de l'immunoréactivité VP et OT,
notamment au niveau des TN qui forment des palissades serrées autour des
espaces péricapillaires, alors que chez les animaux hydratés, la densité du marquage
a nettement diminué mais reste assez significative. Ces observations laissent
supposer que le contenu hormonal du LN de gerbille reste élevé pendant la
déshydratation et serait méme augmenté par rapport a celui de l'animal hydraté.
Une étude réalisée chez une autre espéce de rongeur désertique, Meriones
unguiculatus, a aussi montré que la déshydratation par privation d'eau n'affecte que
tres peu le stock de VP neurohypophysaire (Buchanan et Stewart, 1974). Les
travaux effectués chez la gerboise (Jaculus orientalis) ont également révélé que le
contenu neuropeptidergique du LN de I'hypophyse chez l'animal déshydraté reste
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¢levé et comparable a celui de I'animal témoin, alors que la déshydratation provoque
une augmentation spectaculaire de la concentration de la VP circulante (Baddouri,
1984 ; Raji, 1994 ; Raji et Nordmann, 1994). Chez la gerbille déshydratée par
contre, la réserve hormonale semble avoir augmenté, au vu de la concentration du
marquage observé dans le LN. Au contraire, chez le rat, la déshydratation pendant
quelques jours provoque une chute de la concentration tissulaire de VP et d'OT
(Jones et Pickering, 1969; Meister et coll., 1990), alors que leur taux
plasmatique augmente (Balment et coll., 1980; Zerbe et Palkovits, 1984). Une
étude immunocytochimique effectuée chez le rat soumis & une surcharge saline
(Dellmann et coll., 1988) a montré que le LN présente une déplétion hormonale qui
concerne aussi bien la VP que I'OT, pendant la premiére semaine de déshydratation
puis se charge progressivement en matériel immunoréactif pour la VP et I'OT a des
stades tardifs suggérant ainsi que les animaux qui ont survécu a la déshydratation
pendant de longues périodes, ont probablement développé des mécanismes
d'adaptation & la surcharge saline. Dans le LN de la mérione (Meriones shawi), la
déplétion hormonale est également considérable aprés un mois de déshydratation,
par contre, le taux de VP plasmatique varie trées peu par rapport au témoin qui
possede au départ, un taux plasmatique de VP nettement plus élevé que celui du rat
(Rabhi, 1995). Cette sensibilité du systeme neurosécrétoire hypothalamique de la
mérione a la déshydratation est comparable a la réaction obtenue chez le rat
déshydraté (Jones et Pickering, 1969; Meister et coll., 1990), mais contraste
avec nos observations sur la gerbille et ceux rapportés chez les autres rongeurs
désertiques étudiés. 11 est probable gu'elle soit liée aux conditions d'élevage des
animaux qui ont servi a cette étude. En effet, les mériones utilisées, proviennent
d'élevages sur plusieurs générations dans les mémes conditions que les rats de
laboratoire. Ce sont donc des animaux qui ont développé une certaine dépendance vis
a vis de l'eau de boisson, et une déshydratation par privation d'eau affecte
significativement l'activité de leur axe hypothalamo-neurohypophysaire et provoque
comme chez le rat, sa stimulation. Cependant, chez la mérione le systeme
hypothalamo-neurohypophysaire reste actif durant des périodes de déshydratation
plus longue que chez le rat (Rabhi, 1995).

Des travaux antérieurs réalisés sur deux especes de rongeurs désertiques
(Jaculus orientalis et Jaculus deserti), ont révélé que la concentration plasmatique
de VP est remarquablement élevée chez ces espeéces. Elle est 200 fois supérieure a
celle du rat en régime libre et 20 fois plus importante que celle du rat privé d'eau
de boisson pendant 48 h (Baddouri et coll., 1981). Des concentrations de VP du
méme ordre ont été mesurées chez dautres espéces désertiques telles que
Meriones crassus (Baddouri et coll., 1991) et Gerbillus campestris (Laamarti et
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coll., 1991). Une étude plus ancienne effectuée sur Gerbillus gerbillus, espece
désertique, sympatrique de Gerbillus pyramidum, notre modéle d'étude, a montré
que le taux de VP plasmatique était plus élevé chez cet animal en période chaude
(période d'été) et chez la gerbille soumise a un régime déshydraté que chez I'animal
en période dhiver ou soumis & un régime alimentaire hydraté (El-Husseini et
Haggag, 1974). Ainsi, un taux de VP plasmatique trés élevé caractérise donc la
plupart des rongeurs désertiques. Cette augmentation du taux de VP plasmatique
chez ces espéces, ne peut que favoriser une économie d'eau nécessaire a leur survie
dans des conditions extrémes de leur biotope car, la VP par son action sur le tube
collecteur du néphron, permet d'augmenter tres significativement la réabsorption
d'eau et donc de réduire le débit urinaire (De Rouffignac et Morel, 1965 ;
Baddouri et coll., 1984 ; De Rouffignac et Bankir, 1990). En effet, il a été
rapporté que les rongeurs désertiques sont dotés d'un pouvoir extraordinaire de
concentration urinaire ce qui leur permet une excrétion importante de produits du
métabolisme sous un faible volume d'eau (Schmidt-Nielsen et Schmidt-Nielsen,
1961 ; Schmidt-Nielsen et Odell, 1961; La concentration préférentielle du
marquage immunocytochimique autour des espaces péricapillaires chez la gerbille
déshydratée suggére une sécrétion hormonale importante. Toutefois, cette
hypothése reste a confirmer par des dosages radioimmunologiques des taux de la VP
et de I'OT dans le plasma et dans le LN, dans nos conditions expérimentales.

D'autre part, le LN présente une variation de l'immunoréactivité da la
vimentine et a la GFAP selon que I'animal est hydraté ou déshydraté. En effet, chez
I'animal hydraté, les prolongements immunoréactifs a la vimentine sont longs et fins
alors que chez la gerbille déshydratée, ils apparaissent relativement courts et épais.
Avec l'anticorps anti-GFAP, le marquage intense de prolongements plus ou moins
longs et épais chez la gerbille hydratée s'atténue nettement dans le LN de gerbille
déshydratée et caractérise de courts et fins prolongements. Ces variations de
I'immunoréactivité a la vimentine et a la GFAP du LN de gerbille pourraient Etre liés
a une modification morphologique et fonctionnelle des pituicytes induite par I'état
d'’hydratation ou de déshydratation de l'animal et plaident en faveur d'un rdle
physiologique des pituicytes dans la modulation de la neurosécrétion chez la gerbille.

L'organisation ultrastructurale de base du LN de gerbille est comparable a
celle du rat. Cependant, leurs réponses respectives d la déshydratation qui constitue
un stimulus osmotique, laisse penser & I'existence de deux systémes de régulation
nettement différents dans les deux especes. Chez la gerbille, I'examen au
microscope électronique & transmission du LN, montre des compartiments
sécrétoires riches en grains neurosécrétoires (GNS) dans les deux conditions
d'hydratation. Toutefois, lors de la déshydratation, I'effectif des GNS dans les TN
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parait plus élevé que dans les conditions d’hydratation. Ces observations
ultrastructurales semblent confirmer les résultats immunocytochimiques qui
montrent une immunoractivité VP et OT nettement plus dense chez I'animal
déshydraté. Chez le rat par contre, le stimulus osmotique provoque une forte
décharge hormonale et donne une image de vidange, en l'occurrence, une forte
diminution du nombre de GNS dans les compartiments neurosécrétoires (Palay,
1957; Nordmann et Morris, 1976; Nordmann, 1985). En revanche, I'é¢tude
morphométrique effectuée chez la gerboise, rongeur semi-désertique, a montré une
constance des GNS dans le LN, ce qui témoigne d'une stabilité du contenu hormonal
de la glande quelles que soient les conditions d'hydratation de l'organisme (Raji,
1994). La forte densité des GNS observée dans le LN de gerbille déshydratée
atteste de la présence d'un stock hormonal plutdt important. L'organisation des TN
en palissade serrées autour de la lame basale péricapillaire fréqguemment observée
chez l'animal déshydraté pourrait constituer un indice d'une éventuelle stimulation
de l'activité sécrétoire du LN. De plus, la présence de vaisseaux sanguins de grand
diametre dans le LN nerveux de gerbille Iui confére une structure tres
caractéristique. Cette structure pourrait favoriser une irrigation sanguine intense.

Le maintien d'une réserve hormonale élevée dans le LN alors que la demande
hormonale est accrue peut &tre expliquée par une augmentation de la synthése des
neuropeptides qui alimentent de fagon continue en matériel neurosécrétoire
nouvellement synthétisé, les compartiments sécrétoires afin de compenser la
sécrétion pendant de longues périodes de déshydratation.

Chez la gerbille déshydratée, nous avons observé par ailleurs une tendance a
I'augmentation du nombre de lysosomes secondaires dans de nombreuses dilatations
axonales ou corps de Herring. Il est tentant de penser quau cours de la
déshydratation, il se produit une activation enzymatique, ce qui conduirait a une
dégradation massive des GNS dgés. Ceci ménagerait ainsi un espace libre dans les
dilatations axonales, qui deviendraient aptes a recevoir des GNS nouvellement
synthétisés permettant ainsi leur transformation en TN. Dans cette hypothese, le
signal initiant la digestion des GNS agés, souvent cité comme d'origine endogene dfii
a un processus chimique de vieillissement intragranulaire observé dans les conditions
normales (Dellmann et Rodriguez, 1970; Rufener, 1970), peut avoir en plus un
promoteur exogéne lié a I'état de stimulation de la glande qui, par un mécanisme
inconnu, amorcerait le processus de dégradation des granules dgés. La libération
hormonale serait le seul fait des granules jeunes (Nordmann et Labouesse, 1981;
Nordmann, 1982; Nordmann et coll., 1984)

D'autre part, il est intéressant de noter que chez la gerbille hydratée, des
images de pituicytes entourant et englobant des terminaisons nerveuses, sont
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fréquemment observées dans le LN. De plus des prolongements de pituicytes
s'intercalent souvent entre les terminaisons synaptiques et la lame basale
péricapillaire réduisant ainsi les contacts entre la membrane neuronale et la lame
basale. Par contre, chez la gerbille en privation deau, le déploiement des
prolongements cytoplasmiques pituicytaires entre les TN est trés réduit; ces
expansions sont pratiquement absentes entre les terminaisons synaptiques et la
lame basale périvasculaire, ce qui leur permet d'avoir une plus grande surface de
contact avec la lame basale et favorise probablement une sécrétion hormonale
importante. Les modifications de la distribution du marquage de la Vim et de la
GFAP dans le LN liées a I'état d'hydratation et de déshydratation de la gerbille sont
certainement en étroite relation avec ces mouvements des prolongements des
pituicytes. Des observations similaires ont déjad été rapportées chez le rat aprés
déshydratation par privation d'eau (Tweedle et Hatton, 1980) et in vitro par
modification de la pression osmotique (Perlmutter et coll., 1984). Des
modifications dépendant de I'état fonctionnel du LN apparaissent au niveau des
contacts entre les pituicytes et les fibres suggérant une participation des
pituicytes dans la fonction sécrétrice des TN des neurones magnocellulaires. Bien
que la fonction des pituicytes dans la régulation de la sécrétion hormonale soit
encore mal connue, il semble qu'ils jouent un réle important dans le contrdle de
I'environnement chimique des TN. En ce sens, plusieurs hypotheses ont été
suggérées pour tenter d'expliquer ce role. Le déploiement des prolongements
cytoplasmiques pourrait réduire ou augmenter les contacts TN-compartiment
vasculaire. Ces changements morphologiques constituent lI'une des modalités les
mieux connues qui permet de faciliter ou d'entraver la sécrétion hormonale selon le
besoin hormonal de I'animal (Bicknell et coll., 1989).

109

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com


http://www.fineprint.com

CONCLUSION GENERALE et
PERSPECTIVES

110

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

CONCLUSION GENERALE et PERSPECTIVES

L'étude du lobe intermédiaire de I'hypophyse et du systéme
neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire en microscopie électronique et par
immunocytochimie est réalisée pour la premiéere fois chez la gerbille (Gerbillus
pyramidum), rongeur désertique, dans des conditions d'hydratation et de
déshydratation.

L'ensemble des données rapportées et discutées dans ce travail permet de

dégager les faits suivants :

I- Le lobe intermédiaire de I"hypophyse :
1- Structure :

Bien que ses caracteres morphologiques soient dans I'ensemble comparables
a ceux décrits chez d"autres rongeurs, le L1 de I"hypophyse de gerbille présente,

des caractéristiques particuliéres trés intéressantes, telles que :

- I'existence de cellules glandulaires de type corticotrope,
morphologiquement comparables & celles du lobe antérieur mais trés différentes
des cellules corticotropes décrites chez les autres espéeces de mammiféres. Les
granules sécrétoires que contiennent ces cellules sont de grande taille (250 - 350
nm) et de forme irréguliere, répartis dans tout le cytoplasme. Chez le rat et la
souris les cellules de type corticotrope sont caractérisées par des grains de
sécrétion de plus petit diametre (150 a 200 nm) et répartis marginalement le long
de la membrane cytoplasmique (Stoeckel et coll., 1971). Contrairement aux

cellules corticotropes du LA qui sont soumis a un contréle purement humoral, dans le
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LI ces cellules sont sous contrdle nerveux comme les cellules mélanotropes.
L'absence de modifications morphologiques au niveau des cellules de type
corticotrope du LI de gerbille dans les différentes conditions physiologiques
examinées, suggere que ces cellules jouent un role distinct de celui des cellules

mélanotropes.

- la présence dans les cellules folliculostellaires (CFS) de granules de grande
taille, trés denses aux électrons et localisés apicalement, suggére |"'implication de
ces cellules dans certains processus sécrétoires polarisés vers la lumiére des
follicules. L'immunocytochimie montre quelques corps cellulaires de CFS et de
nombreux prolongements marqués par les anticorps anti-vimentine et anti-GFAP.
L'intensité et la distribution de ces marquages varient selon I"état d"hydratation ou
de déshydratation de I"animal, suggérant I"existence d'une relation fonctionnelle
entre les CFS et I"activité sécrétoire des cellules mélanotropes.

- L%innervation du LI de I|'hypophyse de gerbille est nettement plus
abondante que celle du LI du rat et de la souris observée dans les mémes conditions
techniques. La distribution similaire des immunoréactivités TH et GABA chez la
gerbille suggere fortement la colocalisation du GABA et de la dopamine, déja
rapportée chez d'autres mammiféres (Vuillez et coll., 1987 ; Schimchowitsch et

coll., 1991).

2- Implications fonctionnelles :

Le LI de I"hypophyse de gerbille présente clairement des modifications
immunocytochimiques et ultrastructurales des cellules mélanotropes et des CFS
liges d'une part, a des variations saisonniéres et d'autre part, a des conditions
expérimentales d'hydratation et de déshydratation des animaux, alors que les
cellules de type corticotrope ne sont pas affectées. Au vu des variations

saisonniéres de leur morphologie, les cellules mélanotropes seraient manifestement
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trés actives en hiver et présentent un état de repos relatif en été, caractérisé par
un stockage important de vésicules sécrétoires matures. Les modifications
ultrastructurales saisonniéres du LI de gerbille semblent étroitement liées aux
variations hygrométriques dans le biotope naturel de I'animal, puisque la
déshydratation expérimentale ralentit également I'activité sécrétoire des cellules
mélanotropes du LI chez la gerbille, alors que I'hydratation provoque une
stimulation. Nos observations ultrastructurales et immunocytochimiques suggérent
une implication fonctionnelle des cellules mélanotropes dans la régulation de
I"équilibre hydrominéral chez la gerbille. Les mécanismes par lesquels cette glande
exerce ses effets restent a élucider. 1l est évident que la compréhension du réle du
LI de [I'hypophyse dans la régulation de I'équilibre hydrominéral, nécessite
I"acquisition de données précises sur le mode d'action des différents peptides

libérés par la glande et la détermination de leurs cellules cibles.

11- Le systéme neurosérétoire hypothalamo-neurohypophysaire

1- Distribution des neurones VP et OT dans les noyaux hypothalamiques

Chez la gerbille, les deux populations de cellules neuropeptidergiques
présentent une différence dans leur distribution spatiale au niveau des noyaux
hypothalamiques par rapport a celle décrite habituellement chez les autres

mammiferes.

Dans la partie antérieure rostrale du noyau supraoptique les neurones VP et
OT coexistent alors que chez le rat et d"autres mammiféres étudiés, seuls des
neurones a OT ont été décrits dans cette partie du NSO (Swaab et coll., 1975 ;
Hou-Yu et coll., 1986). Dans la partie médiane du NSO de gerbille,

I'immunoréactivité VP est nettement plus dense et plus étendue que
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I'immunoréactivité OT, ce qui témoigne d‘une prédominance de cellules
vasopressinergiques. Trés allongé, le NSO s'étend sur la partie dorso-latérale du
chiasma optique et prend ainsi une forme et une disposition trés caractéristiques
des rongeurs désertiques. Le noyau rétrochiasmatique est particulierement bien
développé chez la gerbille.

Les noyaux rétrochiasmatiques, sont particulierement développés chez la
gerbille, ou ils se présentent sous forme d'une bande épaisse fortement
immunoréactive pour la VP et I'OT. Dans ces noyaux, la taille des neurones parait
plus réduite que celle des neurones magnocellulaires des NSO et des NPV et
constitue probablement une caractéristique de cette espece.

Chez la gerbille le NPV peut &tre subdivisé en 3 parties : le NPV rostral, le

NPV médian, le NPV caudal.

Le NPV rostral, constitué par le noyau de la commissure antérieure de
Peterson (1966), est composée d'un mélange de neurones VP et OT, alors que chez
le rat, il est formé exclusivement de neurones ocytocinergiques (Rhodes et coll.,

1981 ; Hou-Yu et coll., 1986).

Dans le NPV médian et caudal les neurones VP et OT coexistent et ne
montrent pas de différence spatiale notable dans leur distribution. Ils sont répartis
uniformément tout le long de ces structures avec cependant un nombre plus

important de neurones vasopressinergiques.

L"hypothalamus de gerbille est aussi caractérisé par la présence de nombreux
neurones immunoréactifs pour la VP et I"OT localisés en dehors des NSO et NPV.
Ces neurones dispersés ou regroupés en noyaux accessoires bien développés, sont
nettement plus nombreux que chez le rat. Dans ces noyaux, les neurones VP sont
plus abondants que les neurones OT, alors que chez le rat, ce sont les neurones OT

qui prédominent dans la plupart de ces noyaux accessoires.
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L'étude comparative de la distribution des neurones VP et OT révele donc
I"existence des deux types de populations neuronales dans des noyaux ne contenant
que des neurones a OT chez le rat et d'autres especes étudiées (Swaab et coll.,
1975b ; Vandesande et Dierickx, 1975 ; Hou-Yu et coll., 1986 ; Wu et Shen,
1994). Elle montre également une nette prédominance des neurones VP aussi bien
dans les NSO et les NPV que dans les nombreux noyaux accessoires décrits.
L'abondance des neurones magnocellulaires VP dans I'hypothalamus de gerbille
témoigne de l'importance du rdle de la vasopressine dans le maintien de I'équilibre
hydrique chez cet animal pendant le longues périodes de déshydratation et suggere
que cette hormone pourrait également intervenir a d'autres niveaux de régulation
dans les mécanismes d'adaptation a la vie désertique a travers des projections

centrales.

2- Effet de la déshydratation et de I'hydratation sur le systéme

neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire

Les résultats immunocytochimiques obtenus chez la gerbille dans des
conditions d'hydratation et de déshydratation montrent une différence dans
I'intensité du marquage concernant aussi bien la VP que I'OT dans les neurones des
différents noyaux hypothalamiques et les terminaisons nerveuses au hiveau de LN
de I'nypophyse. Ces différences de marquage immunocytochimique pour la VP et
pour I'OT observés aussi bien au niveau des noyaux hypothalamiques qu'au niveau du
LN de I'hypophyse démontrent les effets du régime alimentaire hydraté ou
déshydrataté sur le systéme neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire de la
gerbille. Ces effets sont exprimés par une forte densité de l'immunoréactivité VP

et OT dans les neurones hypothalamiques et au niveau du LN de I'hypophyse de
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I'animal déshydraté et une diminution significative de I'immunoréactivité VP et OT
dans ces mémes structures chez la gerbille hydratée. Chez la mérione, une autre
espece désertique, la déshydratation provoque également une augmentation de la
concentration de la VP dans les noyaux hypothalamiques qui reste importante apres
un mois et plus de déshydratation (Rabhi, 1995), alors que chez le rat les niveaux
de VP mais aussi de OT diminuent dans les noyaux hypothalamiques aprés seulement

quelques jours de déshydratation (George, 1976).

L'accumulation importante de matériel immuunoréactif a l'anticorps anti-VP et
anti-OT dans les neurones magnocellulaires de gerbille déshydratée serait
probablement le résultat d'une augmentation de la synthése des neurohormones qui
se maintient pendant une longue période de déshydratation. Néanmoins, pour
confirmer cette hypothése, une analyse quantitative de l'activité de synthése est
nécessaire. Il conviendrait donc d'effectuer des expériences d'hybridation in situ

en procédant & une quantification du signal.

La forte concentration de limmunoréactivité VP et OT dans le LN de
I'nypophyse de gerbille déshydratée, suggére que le contenu neuropeptidergique du
LN est augmenté par rapport a I'animal hydraté. Comparées aux résultats obtenus
chez le rat (Jones et Pickering, 1969; Dellmann et coll., 1988; Meister et coll.,
1990) et la mérione (Rabhi, 1995) qui montrent une déplétion importante du LN
suite a une déshydratation, nos observations seraient en faveur d'une certaine
insensibilité du LN de la gerbille vis a vis du stimulus osmotique. Toutefois, le
maintien d'une réserve hormonale du LN & un niveau élevé, alors que la demande
hormonale est accrue, suggére plutdt, I'existence d'une compensation systématique
du processus de libération hormonale, qui serait supplantée par une potentialisation

de la synthése ou / et du transport des neuropeptides hypothalamiques. D'autant
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plus, que les neurones hypothalamiques présentent une forte immunoréactivité VP
et OT chez l'animal déshydraté, qui plaide en faveur d'une synthése hormonale

importante.

L'analyse ultrastructurale du LN de gerbille, chez les animaux hydratés et
déshydratés, montre des compartiments sécrétoires riches en grains
neurosécrétoires (GNS) dans les deux conditions expérimentales. Toutefois, la
densité des GNS dans les TN parait plus élevée dans le LN de gerbille déshydratée,
ce qui conforte les résultats immunocytochimiques obtenus montrant une forte

immunoréactivité VP et OT dans ce LN.

L'organisation des TN en palissades serrées autour de la lame basale
péricapillaire, fréquemment observée chez Ianimal déshydraté, offre une
disposition favorable & une activité sécrétoire importante. L'aspect caractéristique
de la vascularisation du LN chez la gerbille, caractérisée par la présence de
vaisseaux de grand diamétre, témoigne d'une irrigation abondante et par conséquent

d'échanges plus intenses.

Par ailleurs, une augmentation des figures lysosomales secondaires est
observée dans de nombreuses dilatations axonales ou corps de Herring dans le LN
de gerbille déshydratée, ce qui pourrait refléter un processus de dégradation
régulateur faisant suite a une hyperproduction. Ceci laisse soupgonner quelques
différences dans l'activité du métabolisme neurohormonal, selon que l'animal est
hydraté ou déshydraté. Une étude comparative a ce sujet peut se révéler

intéressante chez cette espece.

D'autre part, des modifications morphologiques des pituicytes selon I'état
d'’hydratation de l'organisme, ont été observées dans le LN de gerbille. En effet,

chez lanimal hydraté, les pituicytes déploient de nombreux prolongements
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cytoplasmiques qui s'intercalent entre les TN, les englobant souvent. De plus, une
large surface de la lame basale est souvent recouverte par les prolongements
pituicytaires dans ces conditions. Alors que chez la gerbille déshydratée, on
observe un retrait remarquable des prolongements de pituicytes, libérant ainsi de
plus grandes surfaces de contacts entre les TN et la lame basale. Si on se référe
aux nombreuses études qui tendent a prouver une implication des pituicytes dans la
régulation locale de la neurosécrétion (Bicknell et coll., 1989 ; Beagley et
Hatton, 1992), on pourrait trouver dans cette observation, un indice morphologique

d'une régulation de la sécrétion hormonale chez la gerbille.

Ainsi une régulation locale pourrait &tre assurée par cette plasticité des
pituicytes au niveau du systéme hypothalamo-neurohypophysaire comme le laissent
supposer les modifications des pituicytes et I'abondance des figures lysosomales
dans le LN de gerbille déshydratée. Une étude approfondie de ces modifications
peut s'avérer extrémement intéressante. Cette étude peut &tre abordée par une
analyse morphométrique portant d'une part, sur le processus d'autophagie dans les
terminaisons nerveuses et d'autre part, sur les modifications des pituicytes

(volume, plasticité, organites cellulaires, surfaces de contacts).

Il ressort de cette étude que Gerbillus pyramidum présente un systéme
magnocellulaire vasopressinergique particulierement développé dans les aires
hypothalamiques. Les résultats de l'analyse immunocytochimique et ultrastructurale
du LN, plaident en faveur de la capacité de la gerbille & maintenir un stock
neurohypophysaire relativement élevé de VP mais aussi d'OT, pendant une longue
durée de restriction hydrique, impliquant sans doute un taux de biosynthése
hormonale hypothalamique important compensant ainsi systématiquement le

processus de sécrétion. Il pourrait s'agir ld d'une adaptation du systéme
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hypothalamo-neurohypophysaire de la gerbille a une stimulation osmotique chronique
liée a la pénurie en eau qui sévit dans les biotopes désertiques sur de longues

périodes de l'année.

La gerbille offre ainsi, un modéle de régulation de l'axe hypothalamo-
neurohypophysaire trés intéressant. En effet, ce modele déploie une stratégie de
régulation différente de celle habituellement décrite dans l'axe hypothalamo-

neurohypophysaire des espeéces vivant dans les régions tempérées.

Pour mieux comprendre les modifications morphofonctionnelles liées a I'état
d’hydratation de I'animal, dans les neurones magnocellulaires hypothalamiques de la
gerbille, une étude du niveau d'expression des ARNm de la VP et de I'OT
constituerait une autre approche pour une analyse plus précise permettant
d'estimer le niveau cellulaire des ARNm ; leur taux d'expression, représente
I'élément principal de la régulation de la synthese (Lightman et Young, 1987) dans
de nombreuses situations physiologiques. La réalisation des dosages
radioimmunologiques de la VP et de I'OT dans le plasma et dans le LN sous les deux
conditions expérimentales  permettrait d'établir une relation entre [état
fonctionnel des neurones et les niveaux plasmatiques et neurohypophysaires de

leurs neurohormones.
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RESUME

Alors que nos connaissances concernant la régulation de I'équilibre
hydrominéral chez les animaux vivant dans les zones tempérées sont exhaustives,
celles concernant les espeéces vivant dans les milieux désertiques restent encore
fragmentaires. Le présent travail porte sur I'étude du lobe intermédiaire de
I"hypophyse et du systéme neurosécrétoire hypothalamo-neurohypophysaire, par
des approches immunocytochimique et ultrastructurale chez un rongeur des zones
désertiques, la gerbille (Gerbillus pyramidum) dans des conditions d’hydratation et
de déshydratation. L'ensemble des données obtenues indiquent que :

- le L1 de I"hypophyse présente des modifications morphofonctionnelles des cellules
mélanotropes et des CFS au cours des variations saisonnieres et dans des
conditions expérimentales d'hydratation et de déshydratation des animaux. Les
cellules mélanotropes seraient manifestement trés actives en hiver et présentent
un repos relatif en été. Les modifications ultrastructurales saisonnieres du LI de
gerbilles semblent étroitement liées aux variations hygrométriques dans le biotope
naturel de I'animal, puisque la déshydratation expérimentale affecte également
I"activité sécrétoire des cellules mélanotropes du LI, alors que I'hydratation y
provoque une stimulation. Ces observations suggérent fortement l'implication du LI
dans la régulation du métabolisme hydrominéral chez la gerbille.

- Dans les noyaux hypothalamiques de gerbille, les deux populations de neurones VP
et OT présentent une différence dans leur distribution spatiale par rapport a celle
habituellement décrite chez les autres mammiféres, avec cependant une
prédominance des neurones vasopressinergiques. D'autre part, les résultats de
I'analyse immunocytochimique et ultrastructurale du systeme neurosécrétoire
hypothalamo-neurohypophysaire, plaident en faveur de la capacité de la gerbille a
maintenir un stock neurohypophysaire relativement élevé de VP mais aussi d'OT,
pendant une longue durée de restriction hydrique, impliquant sans doute un taux de
biosynthese hormonale hypothalamique important compensant ainsi
systématiquement le processus de sécrétion. 1l pourrait s'agir la d'une adaptation
du systeme hypothalamo-neurohypophysaire de la gerbille a une stimulation
osmotique chronique liée & la pénurie en eau qui sévit dans les biotopes désertiques
sur de longues périodes.
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Fig. 1 : Immunomarquage a la peroxydase de coupes semi-fines sagittales
d'hypophyse de gerbilles dans des conditions de déshydratation (a, c, e,
g, i) et d"hydratation (b, d, f, h, k).

- a, b : L'immunoréactivité pour I'a-MSH des cellules mélanotropes du
lobe intermédiaire (LI) est intense et uniformément distribuée dans
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I'ensemble du cytoplasme chez la gerbille déshydratée (a) alors qu'elle
apparaft moins intense et marginale chez la gerbille hydratée (b). Noter la
présence en (b) de cellules allongées, fortement marquées (fleches) a la
périphérie du lobe nerveux (LN). Dans le lobe antérieur (LA) les cellules
corticotropes sont également marquées.

- ¢, d : L'immunoréactivité a la vimentine des CFS est trés faible et
punctiforme chez l'animal déshydraté (c). La gerbille hydratée par contre,
montre une intense immunoréactivité a la vimentine portée par des
prolongements plus ou moins épais entourant les lobules et dautres plus
fins, répartis dans les corps des lobules (d). Noter la présence d*éléments
fortement immunoréactifs dans le LN adjacent.

-e, T : L'immunoréactivité a la GFAP est nettement atténuée dans le LI de
gerbille déshydratée (e), par rapport au L1 de gerbille hydratée qui montre
de multiples prolongements épais de CFS fortement marqués par l'anticorps
anti-GFAP (f).

-g, k : Limmunoréactivité a la TH révéle l'innervation dopaminergique
uniformément répartie a travers le LI (g et h) et le marquage avec
I'anticorps anti-GAD des coupes (i) et (k), respectivement adjacentes a (g)
et (h) révele l'innervation GABAergique du L1 et montre une distribution
similaire aux éléments TH positifs ; Les fleches en (g) et (i) indiquent une
superposition des marquages.

Barres de calibration : 50 ym.
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Fig. 2 : Aspect ultrastructural des cellules mélanotropes de gerbilles
capturées dans leur biotope naturel au cours de deux périodes saisonnieres
différentes, I'été et I'hiver.

- a: Aspect typique en été. Les cellules contiennent de nombreuses

vésicules sécrétoires de densité variable, un ergastoplasme tres diffus (ER)
et un appareil de Golgi peu développé (G).
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- b : En hiver, le cytoplasme des cellules mélanotropes est trés pauvre en
vésicules sécrétoires, et présente un ergastoplasme bien développé avec
des citernes tres dilatées et souvent vésiculaires. Des vésicules sécrétoires
denses nouvellement formées sont fréquemment observées dans les zones
golgiennes.

Barres de calibration : 1 ym.
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Fig. 3 : Effets de la déshydratation (a) et de I'hydratation (b, c) sur les
cellules mélanotropes.

Les cellules mélanotropes de gerbilles maintenues dans des conditions de
déshydratation (a) et d'hydratation (b, c) montrent les méme
caractéristiques ultrastructurales que chez les animaux capturés en été et
en hiver dans leur biotope (voir fig. 2, a et b respectivement). Noter,
dans (), 'nétérogénéité du matériel sécrétoire, notamment I'abondance des
vésicules sécrétoires claires matures. Des axones (aster) associés aux
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prolongements de cellules folliculostellaires (CFS) sont observés. Dans (b)
et (c), noter surtout la prolifération des structures ergastoplasmiques et la
présence de jeunes grains de sécrétion denses dans les zones golgiennes.
On note également l'abondance des dyctiosomes et l'association des
mitochondries avec l'ergastoplasme qui traduit une intense activité de
synthese.

SG : Granule sécrétoire

G :Appareil de Golgi
R : Ergastoplasme

Barre de calibration : 1mm.
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Fig. 4 :

- a, b : Aspect ultrastructural du deuxieme type cellulaire glandulaire du
L1 (droite) en contact avec le LN (gauche) dans la zone ot la membrane
basale séparant les deux lobes est absente. Les fleches en (a), indiquent les
contactes synaptiques entre ces cellules et des axones contenant des
vésicules a core dense. (b) détail de I'encart en (a) qui représente l'une des
synapses neuro-glandulaires; l'aster (*) indique le bouton axonal
présynaptique ; noter l'irrégularité de la forme des granules sécrétoires de
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la cellule glandulaire (tétes de fléches) et la présence d'un appareil de Golgi
(G) avec de larges saccules et une longue mitochondrie (M) & crétes
transversales .

Barre de calibration:a:1mnm ;b : 0,5 mm.

- ¢, d : Marquage immunocytochimique en microscopie électronique a I"or
colloidal de I'a-MSH dans le LA (c) et dans le LI (d). (Particules d'or de 5
nm).

Dans le LA (c), les particules d'or sont concentrées sur les granules
sécrétoires des cellules corticotropes (C) ; la taille et la forme des granules
marqués (t€tes de fléches) sont comparables & ceux contenus dans le
deuxiéme type cellulaire du LI observé en (a), et nettement différents des
petits granules ronds des cellules mélanotropes (M) (d) dans le LI.

Barres de calibration : 0,5 nm.
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Fig. 5 (a, b) : Aspect du deuxieme type cellulaire glandulaire du L1 dans
des conditions de déshydratation (a) et d'’hydratation (b). Aucune variation
n'est décelable dans les deux conditions expérimentales.

M : cellule mélanotrope

C : cellule corticotrope

Barres de calibration : 1 ym.
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Fig. 6 (a, b, ¢, d, e): Aspect ultrastructural des cellules
folliculostellaires (CFS).

- a : Coupe tangentielle de la paroie du follicule montrant des complexes de
jonction (fleches) entre les cellules folliculostellaires et les granules denses
a disposition apicale qui sont absents du reste du cytoplasme.

- ¢ : Détail au niveau des complexes de jonction observés en (a)
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- b, d, e : Cellules folliculostellaires contenant de gros grains denses aux
électrons a concentration apicale proches de la lumiére du follicule (L).

M : cellule mélanotrope.

CFS : cellule folliculostellaire

Barres de calibration : 1nm.
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Fig. 7 : a, b, c, d: Aspect ultrastructural de I"innervation du LI de
gerbille. Noter la présence de contacts synaptiques entre les cellules
mélanotropes (M) et des axones contenant des vésicules a coeur dense (a,
b, c) et un autre axone qui en est dépourvu (d) ; les asters indiquent les
axones ; les fleches d téte noire désignent les vésicules a coeur dense et
les fleches a téte blanche, les microvésicules. Barres de calibration : 0,5
mm.
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Fig. 8 : Distribution des neurones immunoréactifs pour la vasopressine
(VP) (a, c, e, g, i) et l'ocytocine (OT) (b, d, f, h, k) dans I'hypothalamus
de gerbille. Coupes frontales sériées au vibratome de 50 ym d'épaisseur.
Les anticorps anti-VP et anti OT sont appliqués sur des coupes adjacentes.

- a et b : Neurones magnocellulaires VP et OT épars observés dans la zone
préoptique basale, a proximité de l'organe vasculaire de la lame terminale
(OVLT).

- cetd : Début des noyaux supraoptiques (NSO).

e d k : Dans la partie antérieure des NSO, le nombre de neurones
augmentent progressivement pour former un groupe dense localisé
dorsolatéralement par rapport au chiasma optique (CO). Dans cette partie,
les neurones a VP (e, g, i) et a OT (f, H, k) sont codistribués dans des
proportions équivalentes. Noter dans la partie antérieure de I'nypothalamus,
la présence d'une importante population de neurones magnocellulaires VP (g,
i) et OT (H, k) formant les noyaux accessoires tels que le noyau préoptique
médian (NPOm), le noyau circulaire (NC) et un groupe de neurones loccalisés
dorso-latéralement (fleche)(i). Noter également, limmunoréactivité VP des
neurones parvocellulaires dans le noyau suprachiasmatique (NSC) (i) et
I'absence du marquage avec l'anticorps anti-OT (k), ce qui est en faveur de
la spécificité des anticorps utilisés.

Barre de calibration : 100m.
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Fig. 9 : Distribution des neurones immunoréactifs pour la vasopressine
(VP) (a, c, e, g) et l'ocytocine (OT) (b, d, f, h) dans I'hypothalamus de
gerbille.

- a ad : Dans sa partie médiane, le noyau supraoptique (NSO) atteint sa
taille maximale. La région du NSO marquée par l'anticorps anti-VP (a, c)
est plus épaisse et plus étendue et s'étale beaucoup plus latéralement que
celle marquée par l'anticorps anti-OT (b, d).

La partie magnocellulaire du noyau paraventriculaire (NPV) commence dans
I'nypothalamus antérieur par un noyau allongé, le noyau périventriculaire
(Npe) qui montre une immunoréactivité positive aussi bien pour la VP (a) que
pour I'OT (b). La partie rostrale latérale du NPV correspond au noyau
commissural antérieur (NCA) de Peterson. Elle présente un mélange de
neurones VP (a, c¢) et OT (b, d). En (a), les neurones VP sont plus nombreux
que les neurones OT en (b). Noter la présence dans l'aire hypothalamique
antérieure (AHYa), de nombreux groupes accessoires de neurones VP (a, c)
et OT (b, d).

- e a h : Dans le NPV médian, corespondant au NPV classiquement défini,
les neurones VP (e, g) et OT (f, h) coexistent dans des proportions
comparables. De cette partie du NPV part un important faisceau latéral
d'axones, s'intégrant dans le tractus neurosécrétoire hypothalamo-
neurohypophysaire.

Noter dans le noyau accessoire périfornical antérieur (fleche), la présence
d'un groupe de neurones immunoréactifs pour la VP (c et e), alors que
I'immunoréactivité OT y est absente(d et f).

Barre de calibration : 100um.
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Fig. 10 : Distribution des neurones immunoréactifs pour la vasopressine
(VP) (a, c, e, g) et l'ocytocine (OT) (b, d, f, h) dans I'hypothalamus de
gerbille.
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- a, b, c, d : Dans sa partie caudale, le NPV médian est organisé en forme
conique caractéristique (a, b). Il s'étire latéralement et change de forme
(c, d). 1l est composé d'un mélange de neurones VP (a, c) et OT (b, d) mais
la concentration de I'immunoréactivité VP et OT a nettement diminué. A ce
niveau, certains neurones envoient des projections axoniques vers le noyau
périfornical.

Noter le développement important des noyaux rétrochiasmatiques (NRCh)
(fleche) qui présentent une intense immunoréactivité aussi bien pour la VP
(e, 9) que pour I'OT (f, h).

TO : tractus optique.

EM : éminence médiane.

Barre de calibration : 100um.
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Fig. 11 : Coupes semi-fines adjacentes d'émminence médiane de gerbille,
traitées par immunoperoxydase pour la détection de la VP (a), de I'OT (b),
de la TH (c) et du GAD (d).

a, b : de nombreuses fibres VP immunoréactives (VPir) (a) et OT
immunoréactives (OTir) (b) sont observées dans le tractus de la zone
interne de I'éminence médiane (EM). Noter la présence de quelques fibres
VPir dans la zone externe de I'EM.

- ¢, d : distribution des fibres immunoréactives pour la TH (c) dans toute
I'éminence médiane mais qui présente une concentration dans la zone
externe au voisinage de la membrane basale qu'ils tapissent le long des
anses capillaires profondes. L'anticorps anti-GAD révele de nombreuses
terminaisons GABAergiques dans la zone neuro-hémale de I'EM (d). Ces
fibres présentent dans leur ensemble la méme distribution que celle des
axones immunoréactifs pour la TH, tout en étant apparemment moins
abondantes. Noter la présence de neurones intensément marqués par
l'anticorps anti-TH dans la subdivision dorsomédiane du noyau arqué
(fleches)(c).

Z1 : zone interne.

ZE : zone externe.

3eV : 3°™ ventricule.

Barre de calibration : 50um.
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Fig. 12 : Coupes semi-fines sagittales d'hypophyse de gerbille (a) et de rat
(b) traitées par l'anticorps anti-OT. Aspect structural comparatif du LN de
gerbille et de rat. Noter dans le LN de gerbille (a), la présence de
vaisseaux sanguins de grand diamétre, alors que le LN de rat présente une
vascularisation formée d'un réseau tres fourni de petits capillaires (b).

LN : lobe nerveux.
LI : lobe intermédiaire.
LA : lobe antérieur.

Barre de calibration : 100um.
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Fig. 13 : Coupes sagittales dhypophyse de gerbille, traitées par
immunoperoxydase pour la détection de la VP (a), de I'OT (b), de la
Vimentine (c) et de la GFAP (d).

- a, b : La distribution de limmunoréactivité pour la VP est homogéne sur
presque toute la surface du LN (a), alors que l'immunoréactivité pour I'OT
est surtout localisée a la périphérie du LN (b). Noter la présence de
grosses dilatations ou corps de Herring (fleches) VP-immunoréactif (a) et
OT-immunoréactif (b).

- ¢, d : Le LN est intensément marqué par l'anticorps anti-vimentine (c).
L'immunoréactivité caractérise de nombreux prolongements (fleches).

L'immunoréactivité pour la GFAP est relativement plus faible et localisée
essentiellement dans les zones rostrale et caudale. Elle est portée par des
prolongements tres épais (fleches).

Barres de calibration :
aetb : 50um.

cetd: 50um.
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Fig. 14 : Aspect ultrastructural du LN de gerbille.

- a : Coupe ultrafine montrant des terminaisons nerveuses sécrétrices
contactant (fleches) la membrane basale (mb) (tétes de fléches). Les
nombreuses microvésicules (mv) facilement reconnaissables sont
regroupées en amas au voisinage de la membrane plasmique ou plus &
l'intérieur de la terminaison nerveuse. On observe aussi des mitochondries.
Noter en bas, I'endothlium fenétré d'un capillaire et I'espace péricapillaire

avec des fibres de collagene (C).

- b : Coupe ultrafine montrant I'existence de deux types de fibres dans
I'ensemble des axones neurosécrétoires qui se distinguent par le diametre
de leurs granules ; des fibres a gros granules (fleches) et des fibres a
petits granules (tétes de fléches).

Barres de calibration : 1ym.
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Fig. 15 : Corps cellulaires VP immunoréactifs dans le noyau supraoptique
chez la gerbille déshydratée (a, b) et chez la gerbille hydratée (c, d).

L'immunoréactivité pour la VP dans les neurones magnocellulaires chez
I'animal déshydraté est caractérisée par une forte densité du marquage
dans les corps cellulaires et les dendrites (fleches) qui apparaissent trés
¢épais (a et b), alors que chez la gerbille hydratée l'intensité du marquage
est plus faible et certains corps cellulaires présentent un coeur clair (c).
Les dendrites sont nettement moins chargées en matériel immunoréactif
pour la VP et apparaissent nettement plus fins (fleches) (c et d).

Barres de calibration : 50um.
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Fig. 16 : Corps cellulaires VP immunoréactifs dans le noyau
paraventriculaire chez la gerbille déshydratée (a) et chez la gerbille
hydratée (b) et dans le noyau périventriculaire chez la gerbille déshydratée
(c) et chez la gerbille hydratée (d). Noter la forte intensité du marquage et
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I'épaississement des dendrites chez l'animal déshydraté dans les deux
noyaux.

Barres de calibration : 50um.
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Fig. 17 : Immunoréactivité pour la VP dans les neurones magnocellulaires
des noyaux accessoires dans l'aire préoptique chez la gerbille déshydratée
(a et c) et la gerbille hydratée (b et d). Noter chez la gerbille déshydratée
la forte densité du marquage dans les corps cellulaires et les dendrites qui
deviennent tres épais (c).

c- : détail au niveau de (a)

d- : détail au niveau de (b)

Barres de calibration :

aetb : 50um.

cetd : 25um.
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Fig. 18 : Immunoréactivité pour I'OT dans les neurones magnocellulaires
chez la gerbille déshydratée au niveau du NSO (a) et du NPV(c) et chez la
gerbille hydratée au niveau du NSO (b) et du NPV (d). Chez la gerbille
déshydratée le marquage est plus dense dans les corps cellulaires et les
dendrites qui apparaissent nettement plus épais que chez I'animal hydraté.

Barres de calibration : 50um.
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Fig. 19 : Immunoréactivité pour I'OT dans les neurones magnocellulaires
de noyau accessoire préoptique chez la gerbille déshydratée (a) et la
gerbille hydratée (b). Noter chez la gerbille déshydratée la forte densité
du marquage dans les corps cellulaires et les dendrites qui montrent un
épaississement remarquable.

Barres de calibration : 25um.
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Fig. 20 : Effet de la déshydratation sur les contenus en VP et en OT dans
I'éminence médiane.

Coupes semi-fines adjacentes d'émminence médiane de gerbille déshydratée
(a et c) et de gerbille hydratée (b et d).

- a et c : détection immunocytochimique de la VP (a) et de I'OT (c) chez la
gerbille déshydratée. Noter la forte densité du marquage dans les fibres au
niveau de la Z1 de I'éminence médiane et I'apparition de grosses dilatations
VP-immunoréactives (VP-ir) (a) (fleches) et OT-immunoréactives (OT-ir) (c)
(fleches).
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- b etd : détection immunocytochimique de la VP (b) et de I'OT (d) chez la
gerbille hydratée. De nombreuses fibres VP-ir et OT-ir sont observées
dans le tractus de la Z1 de I'éminence médiane, mais la densité du marquage
est nettement atténuée.

Z1 : zone interne.

ZE : zone externe.

3eV : 3°™ ventricule.

Barres de calibration : 50um.
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Fig. 21 : Terminaisons nerveuses VP-immunoréactives et OT-
immunoréactives dans des coupes semi-fines sagittales de LN d’hypophyses
de gerbilles déshydratée (a et c) et hydratée (b et d).

- a, ¢ : Le LN de gerbille déshydratée montre une forte immunoréactivité
pour la VP (a) avec une concentration particuliere du marquage dans les
terminaisons autour des capillaires sanguins qui présentent une organisation
palissadique dense (fleches). L'immunoréactivité pour I'OT est également
trés intense et rfléte aussi cette disposition autour des espaces
péricapillaires (fleches) (c), mais le marquage est moins étendu qu'avec la
VP. Noter la présence de volumineuses dilatations axonales plus ou moins
fortement marquées (téte de fléches) en (a) et en (c).

b, d : L'immunoréactivité VP (b) et OT (d) chez la gerbille hydratée est
moins intense dans les terminaisons nerveuses autour des espaces
capillaires (fleches) et le marquage est plutot diffus et occupe les zones
internes aux palissades. Les dilatations axonales VP immunoréactives et OT
immunoréactives sont moins volumineuses et moins nombreuses que chez
I'animal déshydraté (tétes de fléches).

Barres de calibration : 25um.

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

SR i, > GFAP
G ‘? FAP  GFAI
¥ e ez

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com


http://www.fineprint.com

Fig. 22 : Immunoréactivité pour la vimentine et la GFAP dans le LN de
gerbille déshydratée (a et c) et dans le LN de gerbille hydratée (b et d).

L'anticorps anti-vimentine marque intensément le LN dans les deux
conditions d'hydratation de l'animal, mais chez [I'animal déshydraté,
I'immunoréactivité caractérise des prolongents cours et épais (a) alors que
chez l'animal hydraté, les prolongements immunoréactifs sont plutot longs
et fins (b).

L'immunoréactivité pour la GFAP du LN caractérise également des
prolongements courts (c) chez la gerbille déshydratée et des
prolongements longs et épais chez la gerbille hydratée (d). Le marquage est
surtout localisé dans la zone rostrale.

Barres de calibration : 50um.
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Fig. 23 : Aspect ultrastructural du LN dhypophyse de gerbille
déshydratée (a et c) et de gerbille hydratée (b et d).

Dans les deux conditions d'hydratation de l'animal, le LN présente des
compartiments riches en granules neurosécrétoires (GNS) (a et b).
Cependant, chez la gerbille déshydratée, les GNS sont plus denses (a). On
observe un important développement des zones palissadiques formées par
les terminaisons nerveuses en contact direct de la lame basale limitant les
espaces périvasculaires (tétes de fléches) et la formation des synapses
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neurohémales (petites fleches) chez I'animal déshydraté (c), alors que chez
I'animal hydraté, cette organisation caractéristique est souvent absente (d).
Noter en (d), la présence de prolongements pituicytaires s'intercalant sur
une large surface entre les TN et la lame basale (grandes fléches).

CH : corps de Herring.

mv : microvésicule.

TN : terminaison nerveuse.

c : collagene.

Barres de calibration : 1ym.
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Fig. 24 : Aspect ultrastructural de LN dhypophyse montrant des
dilatations nerveuses ou corps de Herring, observées chez la gerbille
déshydratée (a et c) et chez la gerbille hydratée (b et d).

Les dilatations nerveuses (aster) sont plus volumineuses et plus
fréguemment observées chez la gerbille déshydratée (a) que chez I'animal
hydraté (b). Noter la présence de nombreux lysosomes secondaires et

formations granulo-membranaires (té€tes de fléeches) dans ces structures (c
et d).

Barres de calibration :
aetb : 1ym.

c etd : 0.5um.
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Fig. 25 : Aspect ultrastructural des pituicytes dans le LN d'hypophyse de
gerbille déshydratée (a) et de gerbille hydratée (b).

Chez la gerbille déshydratée, les pituicytes présentent souvent des
prolongements cytoplasmiques trés rétractés (fleches) et de larges
espaces intercellulaires sont souvent observés (asters) (a).

Chez la gerbille hydratée par contre, les pituicytes envoient de nombreux
prolongements cytoplasmiques qui s'intercalent entre les terminaisons
nerveuses (fleches) et les espaces intercellulaires sont trés réduits (b).

Noter l'absence d'inclusions lipidiques dans le cytoplasme de pituicytes

P : Pituicyte.

TN : Terminaison nerveuse.

Barres de calibration : 0.5um.
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Fig. 26 : Coupes ultrafines de LN d'hypophyse montrant des terminaisons
nerveuses (TN) sécrétrices au voisinage de la membrane basale limitant les
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espaces périvasculaires chez la gerbille déshydratée (a) et chez la gerbille
hydratée (b).

Chez la gerbille déshydratée, les terminaisons nerveuses forment des
palissades tres serrées autour de la lame basale et de nombreuses synapses
neurohémales sont observées (petites fléches). A ce niveau, les
prolongements cytoplasmiques de pituicytes sont quasiment absents (a).

Chez la gerbille hydratée, de nombreuses terminaisons nerveuses sont
entierement englobées dans les expansions cytoplasmiques des pituicytes et
plusieurs prolongements s'intercalent également entre les TN et la lame
basale périvasculaire (grosses fleches). Les synapses neurohemales sont
rares (petites fleches) (b).

mv : microvésicule.

TN : terminaisons nerveuses.

P : prolongements cytoplasmiques de pituicytes.

Barres de calibration : 1ym.
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