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Données bibliographiques

I. Organisation et physiologie du systéme

hypothalamo—-neurohypophysaire

Le systéme hypothalamo-neurohypophysaire (SHN) est constitué de
neurones magnocellullaires (NMC) neurosécrétoires (Scharrer et Scharrer, 1940),
ayant leurs péricaryons logés dans les noyaux supraoptiques (NSO) et
paraventriculaires (NPV) hypothalamiques et leurs terminaisons axoniques dans

le lobe nerveux (LN) de I'hypophyse (figure1).

Les fibres principales dérivant du NPV se dirigent vers la région latérale
hypothalamique, contournent le fornix puis gagnent ventralement, celles issues
du NSO. L’ensemble des deux groupes de fibres droites et gauches se
mélangent et traversent la zone interne de 'éminence médiane (EM). Quelques
fibres s’arrétent a ce niveau, au contact du réseau capillaire primaire de la
circulation porte hypophysaire, les autres se rejoignent pour former la tige
infundibulaire et se terminent prés des capillaires sanguins fenétrés du LN

(Alonso et Assenmacher,1981).

L’injection de traceurs rétrogrades au niveau du LN indiquent I'existence de
groupes de NMC accessoires localisés dans l'aire préoptique, dans les régions
hypothalamiques latérales proches de la commissure antérieure et du troisiéme
ventricule ainsi que dans le noyau perifornical et dans le noyau circularis
(Sherlock et al., 1975; Kelly et Swanson, 1980).

On retrouve deux types de NMC : vasopressinergiques et ocytocinergiques
qui sont caractérisés par des corps cellulaires de grandes tailles (20 —40um
environ) et d’axones amyélinisés. Ces axones se terminent en formant des

arborisations au niveau du lobe nerveux (Burbach et al., 2001).

La machinerie relative a la fonction neurosécrétoire des NMC leur a permis
'acquisition d’'un réticulum endoplasmique trés abondant, un appareil de Golgi
bien développé et de nombreux granules neurosécretoires. Ces granules de 160
a 200 nm de diamétre, de part leur contenu élevé en protéines, apparaissent en
microscopie électronique denses au électrons, raison pour laquelle ils sont

appelés granules a « core » dense (Castel et al .,1984).
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1- Organisation du systéeme hypothalamo-neurohypophysaire
1.1- Le noyau supraoptique (NSO)

Les NSO se situent dans les zones hypothalamiques latérales gauche et
droite de part et d’autre du chiasma optique. Les neurones de ce noyau
commencent rostralement, par une large distribution et se condensent
caudalement pour rejoindre le trajet optique. Postérieurement, une fine couche
de neurones similaires (groupe de neurones retro-chiasmatiques) s’observe
séparée du NSO par le trajet optique (Armstrong, 1995). A la partie corticale du
NSO, se placent une faible population de neurones de petite taille qui pourraient
jouer le role d’ interneurones et étre la cible de plusieurs afférences (Dyball et
Kemplay,1982; Bruni et Perumal,1984).

Les corps cellulaires des NMC du NSO ont une forme ronde a ovale et
possédent de deux a trois dendrites (Morris et al.,, 1987; Hatton,1990) ;
présentant des varicosités (Randle et al., 1986 ; Smith et Armstrong,1990). Ces
dendrites se collectent en bandes dans une lame ventrale; région contenant
aussi des cellules gliales (Sofrniewet et Galasmann, 1980). Les dendrites
peuvent aussi renfermer des granules a «core» dense d’AVP et d'OT
(Hatton,1990).

Les axones des NMC du NSO quittent le noyau dorsomédialement en tragant
un large arc puis passent a travers la partie dorsale de la couche interne de

I'éminence médiane, avant d’atteindre le LN (Smith et Armstrong,1990).

Chez le rat, les NMC a OT du NSO s’étendent en position dorsorostrale
(Dierickx et Vandesande, 1977; Hou-yu et al., 1986) et ceux produisant I'AVP, en
position ventrocaudale (Swaab et al., 1975). Les NMC a OT du NSO produisent
également une variété de peptides (la corticotropine, la dynorphine, la galanine,et
la colicystokenine etc...) et des substances neuroactives. Ces produits modulent

la libération des hormones neurohypophysaires (Meister, 1993) .

1.2- Le noyau paraventriculaire (NPV)

Les NPV se situent dans les zones hypothalamiques periventiculaires, formant

une paire de noyaux symétriques par rapport au troisieme ventricule (3V). Ces
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noyaux sont hétérogénes car ils renferment des neurones de différentes tailles ;
parmi eux on distingue ceux de grandes tailles (NMC) et ceux de petites tailles

(neurones parvocellulaires).

La majorité des neurones magnocellulaires se terminant au niveau de la
neurohypophyse a partir du NPV, sont divisés en deux groupes, médial et latéral..
Le premier, contient essentiellement des neurones ocytocynergiques qui se
placent antéromédialement par rapport au noyau. Le second renferme
principalement les neurones vasopressinergiques qui forment une masse ronde
distincte a la partie dorsolatérale postérieure par rapport au premier groupe
(Hatton et al.,1976).

Swanson et Kuypers (1980), incluent d’autres groupes de NMC
ocytocynergiques dans les NPV comme le groupe magnocellulaire
periventriculaire et le noyau commissural antérieur. Cependant, un certain
nombre d’auteurs les considérent comme des groupes de NMC

neurosécretoires accessoires.

Les neurones parvocellulaires occupent les parties médiane, ventrale et
caudale du NPV. Leurs axones se terminent dans plusieurs régions de
I'encéphale et en particulier dans 'éminence médiane (Gainer, 1988).

1.3- La neurohypophyse

La neurohypophyse recoit les axones des corps cellulaires situés dans les
NPV et les NSO. Elle comprend anatomiquement trois parties distinctes,
'éminence médiane, la tige infundibulaire et le processus infundibulaire appelé

aussi pars nervosa ou lobe nerveux (LN).

L’origine embryonnaire de la neurohypophyse est ectodermique. Un
bourgeonnement a partir du plancher diencéphalique se forme, croit caudalement
sous forme d’une tige puis se termine par un épaississement infundibulaire qui
est le LN. Ce dernier est en dehors de la barriéere hemato encéphalique.
L’irrigation du LN est difféerente de celle de l'adenohypophyse . Elle est
principalement assurée par l'artere hypophysaire inférieure qui dérive de la
carotide interne et son drainage se fait par la veine hypophysaire postérieure.
Cependant, lirrigation du LN et celle de I'éminence médiane sont séparées
(Green, 1947).
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1.3.1- L’ éminence médiane (EM)

Un nombre de fibres d’environ 10 000 chez le rat et 100 000 chez 'Homme

passent par 'EM et la tige infundibulaire pour aboutir au LN (Rasmussen, 1938).
Cependant, la présence de fibres tuberohypophysaires dans ce trajet, n’est pas
exclue (Haymaker et al., 1969).
Les NMCs des NPV et des NSO envoient leurs axones vers I' EM, au niveau de
sa zone interne. Les axones provenant des NPV occupent la partie la plus
ventrale de cette zone. Par contre, ceux des NSO s’organisent dans sa région la
plus dorsale. Certaines fibres s’arrétent dans 'EM prés du réseau capillaire
primaire de la circulation porte (Alonso et Assenmacher, 1981). A ce niveau le
phénoméne d’exocytose d’AVP et d’OT a été obsérvé (Buma et Nieuwenhuys,
1987).

Dans I'EM, on retrouve les cellules gliales spécifiques appelées « tanicytes ».
Les tanicytes s’étendent du plancher du 3V jusqu’a la surface neurohemale de
'EM. Ces cellules semblent étre impliquées dans les mécanismes de transport de
molécules entre le 3V et les vaisseaux du systéme porte hypophysaire et dans le

contrble des hormones sécrétées a ce niveau (Wittkowski, 1998).
1.3.2- Le lobe nerveux (LN)

Le LN recoit les arborisations terminales des NMC. Ces derniéres, rentrent en
contact avec la vascularisation du LN qui est caractérisée par la présence d’'un
espace perivasculaire. Cet espace contient une lame basale (Barer et Lederis
1966) et des cellules gliales appelées pituicytes. Ces dernieres forment des
contacts avec les terminaisons nerveuses et envoient leurs prolongements entre
ces terminaisons et la lame basale. La réorganisation structurale des pituicytes
est en relation avec le stade fonctionnel du LN (Wittkowski, 1998).

Les études ultrastructurales montrent I'existence de deux structures des
terminaisons des NMC, les terminaisons nerveuses (TN) et les dilatations
subterminales (DsT). Ces deux structures contiennent une variété d’organites
comprenant des lysosomes, des vacuoles, des mitochondries, des
microvésicules et des granules a «core» dense. Les vacuoles sont des
structures de récupération membranaires (Morris et al., 1987)et les

microvésicules sont similaires a celles des synapses centrales. Leur rble est la
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séquestration du calcium entrant dans les terminaisons neurosécrétoires durant
I'exocytose (Nordmann,1983).

Les granules a « core » dense se divisent en deux populations qui se
distinguent par leurs tailles, leurs pH, leurs densités et leurs localisations. La
population qui se localise au niveau de la TN est préte a la sécrétion tandis que
celle retrouvée dans les DsT est destinée au stockage (Nordmann et labouesse,
1981; Nordmann, 1982).

Le site actif de sécrétion hormonale est la TN (Morris et al.,, 1987).
Cependant, ce processus a été observé a moindre importance au niveau des

DsT méme n’ayant pas de contact avec la lame basale (Morris et Pow, 1988).

1.4- Les afférences des noyaux para ventriculaires et supraoptiques

Les NSO et les NPV (figure2) sont riches en connexions
afférentes provenant du prosencephale et du tronc cérébral (Day et al., 1989;
Kannan et al., 1987).

Le prosencephale envoie des fibres directes vers ces noyaux a partir de I
organe subfornical (SFO), de I’ organe vasculaire de la lame terminale (OVLT) et
indirectement a partir de ces deux structures par lintermediaire du noyau
préoptique médian (MnPO) (Miselis,1981). Le SFO et I' OVLT sont en dehors de
la barriere hematoencéphalique; ce qui leur permet d’intégrer des informations a
partir de la circulation générale. Par [lintermédiaire de ces structures,
I'angiotensine |l et la relaxine stimulent les NMC et le peptide natriuritique atriale
inhibe les NMC a VP (Standaert et al., 1987; Ferguson et Kating, 1988).

Les afférences venant du tronc cérébral , comprennent le noyau du tractus
solitaire (NTS) , le groupe cellulaire A6 noradrenergique du locus coeruleus (LC)
et la bande diagonale de Broca. Ces neurones ont un effet inhibiteur indirect sur
les NMC. Une hemmoragie ou une stimulation électrique directe du NTS,
provoque l'activation des NMC a VP par l'intermédiaire du groupe cellulaire A1
noradrenergique de la région ventrolatérale de la protubérance annulaire (Day et
Sibbald, 1989; Raby et Renaud,1989).

2- Les Hormones de I'axe hypothalamo- neurohypophysaire

La vasopressine (VP) et I'ocytocine (OT), sont deux peptides principalement
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synthétisés par les NMC des NPV et des NSO (Vandesande et Dierickx, 1975).
L’AVP a deux effets, un effet vasoconstricteur et un effet antidiurétique. L’effet
antidiurétique résulte par 'action de 'hormone sur le tube contourné distal du rein
(Orloff et Handler, 1967). L'OT a un effet contractile pendant et aprés la
parturition par I'action sur les fibres musculaires lisses du myométre utérin et des

cellules myoépitheliales des alvéoles mammaires (Russell et Leng, 1998) .

2.1- Structure :

Chez les mammiféres deux types de VP ont été identifiées. L’homme et la
majorité des espéces étudiées expriment I'Arginine vasopressine (AVP) (résidu
arginine en position 8), tandis que l'espéce porcine exprime la Lysine

vasopressine (résidu lysine en position 8).

La VP et I'OT (figure 3) sont des nonapeptides avec un pont disulfure entre
les résidus cystéine en position 1 et 6. Ces deux peptides different seulement par

les amino acides présents en position 3 et 8.

2.2-Biosynthése :

La biosynthése de la VP et 'OT se déroule dans le corps cellulaire des NMC.
Elle débute par I'expression du géne codant pour les protéines précurseurs ou
préprohormones (prépropressophysine et préproocyphysine) (Duvigneaud,
1956).

Les génes codant pour I'AVP et I'OT sont localisées sur le méme
chromosome (chromosome 20 chez 'homme). lls possédent une organisation
similaire et une orientation transcriptionnelle opposée (Summar et al.,1990). Chez
la plupart des espéces mammiféres étudiées, ces deux génes contiennent trois

exons et deux introns (figure 4).

Le premier exon I'exon 1 code pour le peptide signal suivi par le nonapeptide
VP ou OT puis trois acides aminés (glycine-lysine-arginine) contenant le signal de
I'endoprotease pour le clivage du précurseur. Cette séquence est suivie par les
neuf acides aminés du N-terminal de la neurophysine : NP-I (liant 'OT) ou NP-II (
liant la VP). Le second exon est I'exon 2 contient la plus grande région
conservée de la neurophysine (10-76 acides aminés). Le troisieme exon est
I'’exon 3 contenant le reste des acides aminés de I'extrémité C-terminal de la

neurophysine, suivie chez le précurseur de VP par un glycopeptide de 39 acides

8
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aminés tandis que chez celui de I'OT par les acides aminés de I'éxtrémité C-
terminal de NP-I (Ruppert et al., 1984).

L’ARNm transcrit, quitte le noyau aprés avoir subi I'épissage alternatif des
introns. Sa traduction se déroule dans les ribosomes liés au réticulum
endoplasmique rugueux (RER) avec une translocation simultanée dans les
citernes, a ce niveau il y'a l'excision de la séquence signal, début de
glycosylation du glycopeptide de la VP et formation de huit ponts

intermoléculaires disulfure chez les deux précurseurs (Castel et al .,1984) .

Les précurseurs de I'OT et de la VP modifiés vont étre par la suite,
transloqués dans l'appareil de Golgi ou ils subissent d’autres modifications telle
gu’une sialylation, principalement I'enlevement des oses mannose et I'addition

de I'acide sialique et le fructose.

2.3- Transport:

Aprés leur bourgeonnement a partir du réseau trans golgien (figure 5), les
granules subissent un transport antérograde sur les microtubules (Castel et al
.,1984), en utilisant probablement comme moteur moléculaire des protéines de la
famille des kinésines (Kinesin Family : KIF) (Hirokawa,1996) comme la KIF2 et la
KIF3. Ces kinésines sont connues pour étre les transporteurs des granules de
90-160 nm de diameétre (Gainer et Chin,1998).

2.4- maturation :

Il est bien établi que I'élaboration peptidique finale se déroule au niveau des
granules sécrétoires, au cours du transport axonal (Gainer et Wray, 1994).
Les modifications post-traductionnelles commencent au niveau du réseau trans
du Golgi et se poursuivent dans les granules de sécrétion. Les prohormones
subissent des modifications protéolytiques par l'action des endo-peptidases et

des exo-peptidases et non protéolitiques par amidation et sulfatation .

La machinerie enzymatique et I'environnement favorable pour la maturation

des peptides se trouve a l'intérieur des granules a core dense (Gainer,1993). Le

pH intragranulaire acide (5-6 environ) (Russell, 1984), est essentiel pour la
stabilisation du contenu granulaire et la liaison des nonapeptides a leurs

neurophysines (NPs) (Breslow et Burman, 1990). Ce pH serait maintenu grace a
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une pompe ATPase a protons (Scherman et al., 1982) et a un apport d’électrons,

assure par le cytochrome b561 (Duong et al., 1984).

2.5- Sécrétion :

Les influx nerveux, arrivant au niveau des corps cellulaires des NMC, se
propagent tout au long des axones et provoquent la dépolarisation de la
membrane synaptosomale qui provoque l'ouverture des canaux sodiques et
'entrée du sodium (Nordmann et Dynball, 1978). Cette dépolarisation entraine
également l'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants et I'entrée du

calcium (Bicknell et al .,1993).

Le recrutement des granules a « core » dense et des vésicules synaptiques
pour la libération de leur contenu, nécessite d’abord leur détachement du
cytosquelette puis leur mobilisation au niveau des sites d’exocytose. Ceci va
permettre le contact entre les deux membranes et la formation d’un pore suite a
leur fusion .

Ce mécanisme fait intervenir en général, trois groupes de protéines (figure 5)
, retrouvées dans les neurones et identifiées dans les NMC du SHN (Burbach et
al., 2001).

Le premier groupe de ces protéines est cytosolique, le deuxiéme est lié a la
membrane plasmique et un troisieme groupe est lié a la membrane granulaire.
Parmi les protéines cytosoliques, le NSF (N-Ethyl-Maleimide-Sensitif-Factor) est
le plus répandu dans le systéme nerveux. Ce dernier peut s’associer aux
membranes et redevenir cytosolique lors de I'hydrolyse de 'ATP par son domaine
D1.Le NSF interviendrait dans la formation du complexe de fusion par
lintermédiaire de co-facteurs appelés SNAPs (Soluble- NSF- Attachement

Protein ).

Les protéines de la membrane plasmique comprennent les protéines réceptrices

de SNAPs, connues par les t-SNAREs ( target-Soluble-NSF-Acceptor-
Receptor) : La SNAP-25 (Oyler et al., 1989), la syntaxine-1et la syntaxine-IB
(Jurgutis et al., 1996).

Les protéines associées a la membrane granulaire comprennent des isoformes

de la famille de la synaptobrevine (VAMP) la synaptobrevine-1 et -2, des
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isoformes de la synaptotagmine la synaptotagmine -1 et -2 la cellubrevine, la
rabphiline3A (Jurgutis et al.,1996).

2.6- Actions de la vasopressine et de I'ocytocine

2.6.1- Les récepteurs dela VP et de I'OT :

Ces deux peptides exercent leurs effets physiologiques, par liaison a leurs
récepteurs spécifiques, localisés a différents niveaux, centraux et périphériques.
Les récepteurs connus de la VP (V1IR, V2R, V3R)et celui de I'OT (OTR)
apartiennent a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (Barberis et
al.,1998).

L’OTR est exprimé par les cellules utérines, mammaires (Rozen et al., 1995)
et cérébrales (Yoshimura et al.,1993). Les NMC expriment également ce
récepteur a leur surface. L'OTR est aussi capable de lier la VP (Adan et al.,
1995). Ce récepteur une fois lié a son ligand, active la phospholipase Cp et
augmente le taux du calcium cytosolique par la voie de transduction des

phospho-inositides.

Le VIR ou (V1a) est exprimé au niveau du foie, des vaisseaux sanguins, des
cellules musculaires lisses et dautres tissus (Lolait et al.,, 1992). Il est
probablement le plus répandu au niveau du cerveau (Ostrowski et al., 1993. Il
agit en stimulant les phospholipases C, D par la voie des phospho-inositides,
provoquant 'augmentation du taux du calcium intracellulaire. De plus, il provoque
la diminution du pH intracellulaire par la stimulation de I'échangeur H+/Na+
(Briley et al ., 1994).

Le V2R est exprimé au niveau du rein chez le rat adulte (Lolait et al., 1992).
L’ ARNm du V2R a été retrouvé dans le cerveau du nouveau né (Hirasawa et al.,
1994). Le V2R est couplé a la protéine Gs (stimulatrice) et agit par la voie de
'AMPc (Orloff et Handler, 1967).

Le V3R ou (V1b) est exprimé dans la majorité des cellules corticotrophes de
I'adenohypophyse, dans des régions variables du cerveau et dans de nombreux
tissus périphériques, comprenant le rein, le thymus, le cceur, le poumon, la rate,
l'utérus, la mamelle (Lolait et al., 1995). Ce récepteur stimule la phospholipase C

et induit une augmentation du calcium intracellulaire.
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2.6.2- Role physiologique de la vasopressine et de I'oxytocine :

2.6.2.1- Dans I’équilibre hydrominéral :

Le changement dans 'equilibre de 'osmolarité du compartiment extracellulaire
est percu au niveau des osmorecepteurs périphériques et centraux. Ces derniers
forment un groupe d’afférences pour le NSO et le NPV et induisent la
dépolarisation des NsMC puis la libération de la VP et 'OT.

Au niveau du cerveau, la VP et 'OT agissent comme des neurotransmetteurs,
et ont un effet sur le comportement, en diminuant l'appétit vis a vis du sel et en
induisant la sensation de soif. Au niveau périphérique, ils agissent comme des
hormones. Une fois fixée sur son récepteur la VP provoque la réabsorption d’eau

au niveau des tubes collecteurs rénaux (Orloff et Handler, 1967).

2.6.2.2- Dans la reproduction :

L’OT est beaucoup plus connue pour son activité dans la reproduction. Au
début de la parturition, elle stimule la contraction du myométre (Russell et Leng,
1998) et au moment de la lactation, elle induit la libération de la prolactine
(Young et al., 1998).

2.6.2.3- Dans la vasoconstriction :

L’hémorragie provoque une augmentation considérable du taux plasmatique
de la VP. Celle-ci agit sur les vaisseaux sanguins, dans le but de réduire leurs
calibres (Schrier, 1985).

2.6.2.4- Dans la régulation de I'activité corticotrope :

La vasopressine libérée dans la circulation porte de 'EM, par son action sur
le V3R des cellules corticotropes adenohypophysaires, stimule la libération de
I’'hormone corticotrope ACTH (Antoni, 1993).
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Il. Implication du cytosquelette dans le processus sécrétoire

peptidergique

Les cellules eucaryotes adoptent une variété de formes et effectuent des
mouvements coordonnés et dirigés grace a un réseau de filaments protéiques,
appelé cytosquelette. Celui ci est en continuelle réorganisation, en réponse a la
physiologie cellulaire. Le cytosquelette se divise en fonction de sa répartition et de
son organisation intracellulaire, en cytosquelette filamenteux et cytosquelette

membranaire ou subcortical.

1 - Le cytosquelette filamenteux
Le cytosquelette filamenteux est constitué de trois types de filaments. lls sont
distingués par leurs diametres, leurs compositions moléculaires et quelque fois par

leurs distributions intracellulaires.

1.1- Les microtubules :

Ce sont des structures polaires et dynamiques. La forme des microtubules est
cylindrique et rectiligne. Leur diamétre est de 25 nm. lls sont formés par des
protofilaments dont les molécules unitaires sont les tubulines a et B. Ces deux
monomeres globulaires de 55 kDa de poids moléculaire moyen, polymérisent en
protofilaments avec la présence de protéines associées, les MAPs (Microtubule-
Associated-Proteins). Treize de ces protofilaments s’assemblent pour former la paroi
du microtubule.

Dans le neurone, les microtubules donnent 'organisation spatiale majeure des
dendrites et de I'axone. Leurs extrémités dépolymérisantes (-), sont orientées du
coté du pericaryon tandis que les extrémités polymérisantes (+), sont orientées vers
la partie distale de I'axone. lls participent en association avec les neurofilaments et

les microfilaments dans le transport axonal, le stockage et la sécrétion.

1. 2- Les filaments intermédiaires :
Ces structures, ont un diamétre de 10 nm, intermédiaire entre celui des
microtubules et des microfilaments. Leurs molécules unitaires sont fibreuses et trés

allongées. Les neurofilaments sont les filaments intermédiaires spécifiques aux
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neurones. lIs prennent une position paralléle a I'axe longitudinal de I'axone, jouant un
réle important dans la détermination de son calibre.

Dans les cellules gliales, le monomeére qui est a la base de la formation de ces
filaments est la GFAP (Glial-Fibriary-Acidic-Protein). Cette protéine est utilisée
comme marqueur des astrocytes du SNC ( Luca et Salm, 1995) et des pituicytes
dans la neurohypophyse (Murugaiyan et Salm, 1995). Dans les neurones
magnocellulaires, les neurofilaments constituent avec les microtubules, les éléments

majeurs du cytosquelette axonal (Senda,1998).

1.3- Les microfilaments :

Ce sont les filaments les plus fins du cytosquelette filamenteux. De 5-9 nm de
diamétre, ils sont formés par des polyméres hélicoidaux a deux brins d’actine-F
(Filamenteux) dont la molécule unitaire est une protéine globulaire; appelée actine-G
(globulaire) de 45-55 kDa. L’ actine-G est retrouvée en isoformes a et 3. Elle peut
étre phosphorylée, méthylée ou ADP-ribosylée. Sa polymérisation nécessite de
I'’ATP et de fortes concentrations de Mg™* et Mn™".

Les filaments d’'actine s’arrangent dans la cellule en bandes ou en réseaux. Les
protéines responsables de ces organisations sont les protéines liant I'actine ou ABPs
(Actin-Binding-Proteins). L’aspect d’arrangement dépend de la taille et la flexibilité
des protéines de liaison. Ces protéines sont regroupés en trois classes : la classe |,
classe de protéines monomériques parmi elles (la fimbrine et la plastine), la classe II,
celle des protéines en hélice a entre autre (la spectrine, la fodrine, la dystrophine et
'a actinine) et la classe lll, des protéines en feuillet B parmi elles ( la filamine et
I’ABP-120) (Matsudaira,1991).

Les bandes sont formées d'un ensemble de rangées de filaments d’actine
paralléle et en étroite association entre elles. L’a-actinine est parmi les protéines qui
sont impliquées dans ce type d’organisation. Les réseaux, contrairement aux bandes,
sont des structures ouvertes et laches. lls sont a la base de la propriété visco-
élastique ou gélifiée du cytoplasme et permettent la résistance aux déformations
locales et I'ancrage des organites et des protéines complexes, impliquées dans la

biosynthése et le métabolisme cellulaire (Matsudaira,1991).
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1.3.1-Organisation des microfilaments dans les cellules nerveuses :

Dans ces cellules, les filaments d’actine sont paralléles a I'axe longitudinal de
'axone. Leurs extrémités polymeérisantes (+) sont du c6té du bouton synaptique et
les extrémités dépolymérisantes(-) sont du cété du pericaryon. Les filaments longs,
sont concentrés vers l'intérieur, par contre les plus courts s’organisent en réseau

sous- jacent a la membrane plasmique (Trifaro et Vitale,1993).

Dans les neurones magnocellulaires du SHN, au niveau de la partie proximale
des axones, région représentant la majeure partie de I'axone, les microfilaments se
disposent parallelement a I'axe longitudinal de I'axone. Ces structures sont courtes
et forment des interconnections entre elles et s’orientent parfois perpendiculairement
par rapport a l'axe longitudinal de l'axone formant des pontages entre les

microtubules et 'axolemme (Alonso et al., 1981).

Au niveau de la partie distale des axones , région qui comprend les terminaisons
nerveuses et les dilatations subterminales, une grande concentration d’actine
s’observe. L’actine-F forme un réseau tridimensionnel tres complexe (Alonso et al.,
1981) et apparait ancrée a I' axolemme, particulierement dans les terminaisons
nerveuses perivasculaires. Elle présente des interactions étroites avec les granules
neurosécrétoires et les vésicules synaptiques trouvées dans cette région. Cette
organisation est observée aussi avec les vésicules recouvertes des terminaisons
nerveuses et des pituicytes. Dans les dilatations subterminales, le réseau d’actine

prend une localisation plus centrale ( Alonso et al., 1981).
2- Le cytosquelette subcortical

Le cytosquelette subcortical est constitué d’ une famille de protéines comprenant
des protéines membranaires et des protéines sous-membranaires. Parmi les
protéines sous-membranaires du cytosquelette subcortical, on retrouve I'a-actinine, la
spectrine et la dystrophine qui sont des éléments dont le rdle est trés important
puisque en leur absence, de pathologies trés graves se produisent. L’elliptocytose et
la sphérocytose par exemple sont des anémies hémolytiques héréditaires causées
par 'absence de la spectrine dans le globule rouge. Les dystrophies musculaires de
type Duchenne (DMD) ou de Becker (DMB) sont dues quant a elles, a une absence
ou a un défaut de la dystrophine, suite a des mutations sur le gene DMD (Koeing et
al., 1988).
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2.1- Cytosquelette de la membrane de I'érythrocyte
Le cytosquelette subcortical de [I'érythrocyte humain n’est pas statique. Il
s’organise grace a des interactions structurales entre des protéines sous-
membranaires et des protéines membranaires. Le premier groupe représente la
spectrine, I'ankyrine, la protéine 4.1. Le deuxiéme groupe comprend |'échangeur

d’anions ou bande3 (protéine membranaire) et la glycophorineC (figure 6).

La spectrine est une molécule flexible et allongée. Elle existe sous différentes
isoformes dans plusieurs cellules. Elle est composée de deux sous-unité a et f3,
associées en diméres, puis en tétrameéres, puis en oligoméres. cette protéine est le

composant majeur du cytosquelette membranaire érythrocytaire.

L’ankyrine existe sous plusieurs isoformes dans les cellules autres que
I'érythrocyte. Elle lie le cytosquelette subcortical @ un nombre de protéines
membranaires telle que la Na'/K* ATPase (Nelson et al., 1990), les canaux Na®
voltage-dépendants dans le cerveau et les jonctions neuromusculaires (Coleman et
al., 1989) et aux molécules d’adhésion cellulaire telle que la E-cadherine au niveau

de certaines cellules rénales (Nelson et al., 1990).

La protéine4.1 se lie a la glycophorineC par le domaine amino-terminal et avec
I'actine par le domaine carboxy-terminal. Elle peut étre phosphorylée par différentes
kinases. Plusieurs isoformes et protéines relatives comme I'ezrine et la taline sont

exprimées par d’autres cellules (Hays et al.,1994).

La tropomyosine et la protéine 4.1, sont attachées a la membrane plasmique par
la spectrine qui est, elle méme reliée fortement a la bande 3 membranaire grace a

I'ankyrine.

2.2- Cytosquelette de la membrane de la cellule musculaire :

La répartition du cytosquelette subcortical au niveau de la cellule musculaire est
fonction des régions membranaires. La jonction neuro-musculaire est une partie du
sarcolemme riche en récepteurs d’acétylcholine. A ce niveau, l'actine est reliée a la
matrice extracellulaire (MEC) par l'intermédiaire de I'utrophine (protéine homologue a
la dystrophine)(Culligan et al., 1998) qui se fixe a la membrane par le complexe
dystroglycane a et 3 (voir plus loin). Cet ensemble, avec certains composants de la

MEC (I'agrine), participent au regroupement des récepteurs nicotinique de
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I'acétylcholine. Dans les régions hors de la jonction neuro-musculaire,, c’'est la
dystrophine qui assure cette liaison. L'a-dystroglycane lie I'ensemble de ces
protéines sous-membranaires par linteraction avec son récepteur au niveau de la
MEC qui est I'agrine. Du cété cytoplasmique, la dystrophine et 'utrophine peuvent

fixer les dystrobrévines et I'a1- et la B1- syntrophine (Grady et al., 2000).

2.3- Cytosquelette de la membrane de la cellule nerveuse :

Il a été rapporté que les dystrophines sont exprimées par le cerveau (Jung et
al.,1991). La liaison membranaire est mediée par le B-dystroglycane qui se lie a I a-
dystroglycane. L'a-dystroglycane se lie dans la matrice extracellulaire a une protéine
présynaptique impliquée dans I'agrégation cellulaire, connue sous le nom de neuron-

spécific a-dystroglycane-binding protein .

L’addition de protéines de la famille des dystrobrévines et des syntrophines
(protéines associées a la dystrophine), recrutent des éléments de signalisation
cellulaire comme le NNOS (nitroxyde syntase neuronale) enzyme responsable de la

synthése de la molécule signalétique NO (monoxyde d’azote) (Rando, 2001).
3- Données générales sur les dystrophines

3.1- Structure de la dystrophine 427 (Dp427) :
La dystrophine est le produit du géne DMD, localisé au niveau du chromosome

X. Elle comprend 4 domaines distincts (figure 7) :

3.1.1- Le domaine N-terminal :

Ce domaine, constitué de 261 acides aminés, présente une importante
homologie de séquence avec l'a-actinine (Hammond, 1987) et avec la B-spectrine
(Beyers et al., 1989). Il contient 3 sites liant I'actine-F (ABS : Actine-Binding-Sites)
(Levine et al., 1992) et deux sites de liaison de la calmoduline. La liaison a la

calmoduline est dépendante du Ca™" et inhibe la liaison de I'actine a la dystrophine.

3.1.2- Le domaine central :
Ce domaine, de 2705 acides aminés, est composé de plusieurs éléments
structuraux répétés, en triple hélice, de facon analogue a la B-spectrine et l'a-
actinine. A chaque extrémité de ce domaine, sont placées deux zones charniéres

riches en résidus proline.
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Deux modeéles ont été proposés quant a l'organisation du domaine central.
Koenig et Kunkel (1990), suggérent qu'il est constitué de 24 éléments répétés de 109
résidus avec une zone charniére entre les éléments 3 et 4 et entre les éléments 19 et
20 . Chaque élément répété est constitué de 4 hélices a reliées par trois segments.
Le deuxieme modele a été décrit par Gross et collaborateurs (1990). Ces auteurs
suggeérent qu'’il est composé de 25 éléments répétés de longueur variable, constitués
de deux hélices a et deux segments de liaison. Le motif structural créé par le
repliement de trois hélices, serait plus épais que celui observé pour la spectrine. Ces
deux modeéles suggérent que la dystrophine adopte une forme allongée et un
comportement élastique.

Dans le domaine central, il existerait des sites capables de lier la dystrophine a la
membrane plasmique (Rybakova et al., 1996), deux autres sites liant l'actine

(Winder, 1997) et sept sites de phosphorylation (Luise et al ., 1993)

3.1.3- Le domaine «riche en cystéine » :

Ce domaine renferme de nombreux résidus cystéine parmi ses 260 acides
aminés. Il est situé a la suite de la zone charniére du long domaine central et
présente une homologie de séquence avec le domaine C-terminal de I'a-actinine qui
contient les motifs EF en forme de «doigts de la main», capables de lier le Ca++ et la
calmoduline. Ce domaine contient aussi une région impliquée dans les interactions
protéine-protéine (WW/WWP). Cette région de la protéine est trés importante car elle
est capable d'assurer la liaison de la dystrophine au complexe protéique
transmembranaire, les DAGs (dystrophin-associated—glycoproteins) (Suzuki et al.,
1992).

3.1.4- Le domaine C-terminal :

Ce domaine, constitué de 345 acides aminés, est spécifique a la famille des
dystrophines. Des sites de liaison aux protéines appartenant a la famille de DAPs
comme les syntrophines, ont été mis en évidence dans ce domaine (Gorecki et al.,
1997).

3.2- Autres produits du géne DMD :
Le géne DMD posséde 7 promoteurs (Amiel et al., 1995). Il code pour des

protéines de grandes et de petites tailles (figure 7).
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Trois produits de grandes tailles(Dp427) ont été identifiés : la DpM, identifiée au
niveau du muscle, la DpB, au niveau du cerveau et la DpP dans les cellules de
purkunje (Gorecki et Barnard, 1992; Blake et al., 2002). Les produits de petite taille,
les plus connus sont au nombre de cing et comprennent : la Dp260 (R) (D’Souza et
al., 1995), la Dp140 (Bs) (Lidov et al., 1995; Durbeej et al., 1997), la Dp116 (S) (Byers
et al., 1993 ), la Dp71(G)(Bar et al., 1990) et la Dp45 (Tinsley et al., 1993). Les Dp de
petite taille ne possédent pas le domaine N-terminal et une partie ou la totalité du

domaine central de la Dp427.

3.3- Distribution des dystrophines au niveau du cerveau :

La Dp427 est largement distribuée dans le cerveau. Elle est retrouvée dans
'hippocampe, le cervelet et dans les cellules gliales du néocortex (Chelly et
al.,1990).

La Dp260 est principalement exprimée dans la rétine (D’Souza et al., 1995), par

les photorecepteurs (Claudepierre et al., 1999).

La Dp140 est abondante dans le cerveau fcetal (Morris et al.,1995) et dans la
rétine ou son taux augmenterait avec I'dge (Rodius et al., 1997).

La Dp116 est retrouvée principalement dans les nerfs périphériques (Byers et
al.,1993) et dans les cellules de Schwann (Saito et al., 1998). Elle s’associe a ce
niveau, aux sarcoglycanes et aux dystroglycanes (Imamura et al., 2000).

La Dp71 est la forme la plus exprimée dans les tissus autres que le muscle. Elle
est fortement retrouvée dans les neurones, les cellules gliales (Rappaport et al.,

1992) et dans les cellules gliales de Muller de la rétine (Claudepierre et al., 1999).

3.4- Distribution des dystrophines au niveau de l'axe hypothalamo-
neurohypophysaire :
Dans les neurones magnocellulaires et les cellules gliales du SHN, les produits

du géne DMD ont été retrouvés (Dorbani-Mamine et al., 1998).

La Dp427 serait associée a la membrane plasmique des terminaisons nerveuses
ou des dilatations subterminales et a la membrane des pituicytes au niveau de la
neurohypophyse. La Dp140, la Dp 116 et la Dp 71 seraient associées a la membrane
des granules en stock sur la face cytoplasmique, par le biais du B-dystroglycane.
Cette distribution suggére un rdéle dans le stockage des granules de sécrétion et dans
les relations dynamiques des neurones magnocellulaires avec les cellules gliales

(Dorbani-Mamine et al., 1998).
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4- Les protéines homologues des dystrophines : Les Utrophines :

Certains anticorps dirigés contre le domaine C-terminal de la dystrophine, utilisés
dans le tissu musculaire squelettique de malades atteints de DMD, réagissent
positivement avec une protéine de 400 kDa (Tanaka et al., 1989 ; Fardeau et
al.,1990; Pons et al., 1991). De la méme fagon, cette protéine a été détectée dans le
cerveau de souris mdx (déficiente en Dp427)(Ishiura et al., 1990; Jung et al.,
1991). Cette protéine apparentée immunologiquement a la dystrophine a été
dénommée DRP ( Dystrophin-Related- Protein). Par la suite, des DRP de différents

poids moléculaires ont été identifiées (Jung et al.,1991; Blake et al., 2002)(figure 7).

La plus connue parmi les DRP est l'utrophine ou DRP1, de 400kDa. Elle
présente une forte homologie de séquence avec la dystrophine. Elle est codée par
un gene autosomal, localisé au niveau du chromosome 6 (Khurana et al.,1990).
Elle est constituée d’'une extrémité N-terminale contenant des sites de liaisons a
'actine, un domaine central a 22 motifs répétés, un domaine riche en cystéine et

une extrémité C-terminale possédant des sites de liaison au Ca™".

L’utrophine est exprimée par la majorité des tissus (Love et al., 1991). Dans les
neurones et les cellules gliales des souris mdx (Khurana et al., 1992) et pourrait
exister dans les neurones magnocellulaires, les pituicytes et les astrocytes de I'axe
hypothalamo-neurohypophysaire (Dorbani-Mamine et al., 1998). En particulier, les
utrophines pourraient étre retrouvées dans les jonctions neuromusculaires des

muscles squelettiques de malades atteint de DMD (Tanaka et al., 1989).

5- Le complexe protéique associé ala dystrophine :

La dystrophine se lie avec une variété de protéines membranaires et sub
membranaires (figure8), formant un complexe appelé le complexe protéique associé
a la dystrophine DAPC (Dystrophin-Associated-Protein-Complex).

Selon les données bibliographiques, ce complexe de protéines est composé par le
groupe de dystroglycanes et le groupe de sarcoglycanes qui sont membranaires et

par la dystrobrevine et la syntrophine qui sont cytosoliques.

Dans la cellule musculaire, le DAPC joue un role structural dans la liaison de
'actine a la matrice extracellulaire et dans la stabilisation du sarcolemme dans les

cycles répétés de contractions et de relaxations, en transmettant la force générée
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dans la fibre a la matrice extracellulaire (Petrof et al., 1993). Il a été montré par
ailleurs, que le DAPC est impliqué dans la signalisation cellulaire par ses interactions
avec la calmoduline et le nNOS (Rando, 2001).

Les composants du DAPC sont des protéines transmembranaires et sous-
membranaires, le premier groupe se compose du complexe dystroglycane,
sarcoglycane et le sarcospan alors que le deuxiéeme est formé par les
dystrobrévines, les syntrophines et la syncoiline.

5.1- Le groupe de dystroglycanes

Les dystroglycanes identifiees dans l'extrait de muscle, la DAG-156 (I'a-
dystroglycane), la DAG-43 (le pB-dystroglycane). L’a-dystroglycane et le f-
dystroglycane sont issus du méme gene qui code pour un seul ARNm. Le polypeptide
produit est par la suite clivé en deux pour donner l'a-dystroglycane et le [3-
dystroglycane. I'a-dystroglycane est une protéine membranaire périphérique, située
sur vers la face extracellulaire. Elle se lie a la membrane cellulaire par le (-
dystroglycane. Le B-dystroglycane quant a lui, est transmembranaire et capable
d’interagir avec certains composants intracellulaires comme les dystrophines.
L’ensemble (a-dystroglycane et B-dystroglycane) forme un complexe membranaire
qui a pour réle d’ancrer le reste des composants du DAPC a la membrane plasmique
(Ervasti et Campbell, 1991).

5.2- Le groupe de sarcoglycanes :

Ce complexe est constitué d’isoformes, a-, B-, - ,y- et e-sarcoglycanes qui sont
des polypeptides transmembranaires, ayant respectivement des poids moléculaires
de 50, 43, 35, 35, et 50 kDa (Hack et al., 2000). Les cellules musculaires striées
contiennent les isoformes a-, B-, &-, y-sarcoglycanes tandis que les cellules
musculaires lisses renferment les isoformes [3-, &-, y -et e-sarcoglycanes (Straub et
al., 1999). les isoformes (- ,0- , et y -sarcoglycanes appartiennent aux protéines
transmembranaires de type | (N-terminal est a la face interne de la cellule) tandis que
I a- et I’ e-sarcoglycanes appartiennent a la famille de type Il (N-terminal vers la face

extracellulaire) .

Les B-, 8-, et y-sarcoglycanes renferment au niveau de leurs extrémités C-
terminales, un ensemble de résidus cystéine similaire aux récepteurs de molécules

comme 'EGF (Epidermal Growth Factor) et la laminine.
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Des études d'immuno précipitation suggerent que les trois isoformes (3-, d-, et y-
sont étroitement liées. L’ y- sarcoglycane peut interagir directement avec la
dystrophine et le &-sarcoglycane avec le complexe dystroglycanes (Chan et al.,
1998).

5.3- Les dystrobrévines :

Ce sont des protéines analogues de la dystrophine (figure 7) et faisant partie du
complexe protéique qui lui est associée (Peters et al., 1997). L’ a-dystrobrévine
posséde 5 isoformes: a-dystrobrévine-1 (84-94 kDa), -2 (62-65 kDa), -3 (42
kDa) , -4(44 kDa) et -5(22 kDa). Elles sont exprimées par plusieurs tissus chez la
souris (Ambrose et al., 1997). Ces isoformes different dans la région de coupure de
'extrémité C-terminale qui est formée de 108 résidus d’aa (la région unique de la
dystrobrévine : RUD). Cette famille de protéines contient plusieurs sites de
phosphorylation par la tyrosine kinase. L'a-dystrobrévine-1 a une localisation
synaptique et se lie avec la dystrophine et I'utrophine (Wagner et al., 1993). Elle
serait indispensable dans le regroupement des récepteurs d’acétylcholine (Grady et
al., 2000).

L’ a dystrobrévine-2 est la plus abondante dans le sarcolemme. Elle contient
deux sites de liaison a la syntrophine et un seul a la dystrophine.
La B-dystrobrévine est similaire a I' a-dystrobrévine mais avec une RUD plus courte
(Puca et al., 1998).

5.4- Les syntrophines :

C’est une famille de protéines hétérogénes de 58 kDa de PM moyen. Trois
isoformes sont décrites : L’ a4- syntrophine isoforme acide (pH; :6,4), la B1- et la Bo-
syntrophine sont basiques. Ces protéines sont issues de génes différents (Wagner et
Huganir, 1994) et sont retrouvées au niveau des jonctions neuromusculaires.
Cependant, seules I'a1- et la B1-syntrophines sont réparties tout au long de la face
cytoplasmique du sarcolemme ou elles se lient a la dystrophine. Au niveau du SNC
I'a4-syntrophine est capable d’interagir avec le nNOS (Hashida-Okumara et al., 1999)

et les canaux sodium, dépendants du voltage (Gee et al., 1998).
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6- Caveolaes et cytosquelette subcortical
6.1- Définition des caveolaes :

Les cavéolaes forment un sous ensemble de vésicules non-clathrine-
dépendandes de 50 a 100 nm de diamétre, identifiées dans la plupart des cellules
des mammiféres (Palade, 1953; Yamada, 1955). Plusieurs études morphologiques
ont montré l'extraordinaire abondance des cavéolaes au niveau des différentes
cellules telles que les adipocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes, les
cellules musculaires lisses et striés et les pneumocytes de type | (Mobley et
Eisenberg, 1975; Gabella, 1976; Gil, 1983). Il a été rapporté que plus de 70% de la
membrane plasmique de la cellule endothéliale et du pneumocyte type | peuvent étre

occupeés par les cavéolaes (Gil, 1983).

En fonction du type cellulaire, les caveolaes, en se détachant de la membrane
plasmique, forment diverses structures, donnant un aspect de grappe dans les
cellules musculaires squelettiques, de rosettes dans les adipocytes ou fusionnent
pour former un tubule allongé ou un canal trans-cellulaire dans la cellule endothéliale
(Simionescu et al., 1975; Scherer et al., 1994; Parton et al., 1997) .

Les cavéolaes sont considérées comme une forme spécialisée des radeaux
lipidiques de la membrane plasmique ou « lipid-rafts » (figure 9).
Les« lipid-rafts » sont des microdomaines spécialisés, enrichis en cholestérol et en
sphingolipides (glycosphingolipides, et sphingomyelines) ayant une organisation en
bicouche hautement rigide empéchant les mouvements lipidiques.
Ces domaines subissent des changements fonctionnels et morphologiques par
I'intégration d’une classe de protéines structurales appelée MORFs (Modifiers Of
Rafts Function). Parmi ces protéines on retrouve les flotillines, les cavatellines et les
cavéolines (Galbiati et al., 2001b).

6.2- Les cavéolines marqueurs des cavéolaes :
Les cavéolines sont des protéines de 21--24 kDa, qui s’intégrent aux « lipid
rafts », Une fois attachées a ces domaines, elles forment des invaginations appelées

cavéolaes (Razani et al., 2002) (figure 9).

Les cavéolines sont les produits de différents genes et présentent trois isoformes
nommeés CAV1, CAV2 et CAV3. Les CAV-1 et CAV-2 sont exprimées a des taux plus
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élevés par les adipocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les
pneumocytes. Par contre, I'expression de la CAV-3 est limitée aux cellules
musculaires lisses, squelettiques et cardiaques (Scherer et al., 1994,1996; Tang et
al., 1996).

6.3- Structure des cavéolines :

La CAV-1 a été la mieux étudiée (Razani et al.,, 2002). C’est une protéine a
double passage transmembranaire (Sargiacomo et al., 1995) dont les extrémités N-
et C-terminales sont cytoplasmiques (Dupree et al., 1993). L’analyse de sa séquence
a montré qu’elle contient une seule région hydrophobe de 32 résidus d’acides
aminés (102-134). Cet région se présente sous un aspect incomplet d’épingle a
cheveux a travers la bicouche lipidique (figure 10).

La cavéoline-1 est subdivisée en cing domaines :

e Le domaine N-terminal d’attachement a la membrane ( N -MAD)

Le N-MAD (N-terminal- Membrane- Attachment Domain) comprend les résidus
(82-101), de I'extrémité N-terminale qui s’attache a la membrane (Schlegel et Lisanti,
2001). Ce domaine dirige la CAV-1 vers la membrane plasmique (Dietzen et al.,
1995).

e Le domaine C-terminal d’ attachement a la membrane (C—MAD) :

Le C—-MAD (C-terminal-Membrane-Attachment Domain) comprend les résidus 135-
150, de I'extrémité C-terminale qui s’attache a la membrane (Schlegel et Lisanti,
2000). Le C—MAD dirige la CAV-1 vers la région trans de I'appareil de Golgi ou elle
est palmitoylée sur trois résidus cystéine du C-terminal (133, 143 et 156)(Dietzen et
al., 1995).

e Le domaine transmembranaire (TM):
Le TM (Transmembrane Domain) est un domaine hydrophobe, représentant la

partie enfouie de la protéine.

e Ledomaine d'oligomerisation ( OD):
Le domaine d’oligomérisation comprend les résidus ( 61-101). Il permet I'association
d’'une molécule de cavéoline avec d’autres molécules pour la formation d'un

oligomére. Ce domaine peut englober le N -MAD (Song et al., 1997b).
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e Le domaineterminal (TD) :
Le domaine terminal est positionné sur la partie terminale de I'extrémité C-
terminale. 1l permet [linteraction de la cavéoline avec une autre cavéoline

appartenant a un oligomére voisin.

6.4- Genese des caveolaes :
6.4.1- Oligomerisation des caveolines :

La CAV-1 se présente sous forme d’ homo-oligomére de 14 a 16 unités ou
d’hetero-oligomére avec la CAV-2 (Scherer et al., 1997), avant méme de s’intégrer a
la membrane pour former les cavéolaes (Sargiacomo et al., 1995). Ces complexes,
de 350 a 400 kDa de PM, se forment rapidement aprés la synthése de la cavéoline
dans le RER et avant d’achever le transit dans I'appareil de Golgi (Monier et al.,
1995). En absence des CAV-1, les CAV-2 ne sont pas capables de former de larges
homo-oligoméres. Elles existent alors sous forme mono ou dimérique et sont
retenues dans le compartiment golgien. Ces observations montrent que la CAV-2
dépend de la CAV-1 dans son oligomérisation et son trafic intracellulaire (Mora et
al., 1999; Parolini et al.,1999).

La CAV-3 peut former un complexe homo-oligomérique de 350 a 400 kDa de
PM qui sera dirigé vers les domaines des cavéolaes (Tang et al.,, 1996).
Contrairement a la CAV-1, la CAV-3 ne peut pas former d’ hétéro-oligoméres avec
la CAV-2 (Das et al., 1999).

6.4.2- ROle des cavéolines et du cholestérol dans la genése des
caveolaes :

Les différentes caractéristiques de la cavéoline expliquent la maniére dont elle
transforme les régions appropriés de la membrane plasmique en invaginations puis
en caveoles. La CAV-1 lie le cholestérol et les sphingolipides des « lipid-rafts »
(Thiele et al., 2000). Le cholestérol présente une forte affinité avec les cavéolines et
demeure lié avec elles méme en présence de détergents puissants tel que le
Dodecyl Sulfate de Sodium (Murata et al., 1995). La grande concentration du
cholestérol et de cavéoline au niveau de la membrane des cavéolaes, lui donne la
propriété d’'invagination a la membrane plasmique. Ceci a été deduit de I'absence de

la formation d’invaginations cavéolaires, apres le traitement des cellules avec des
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agents liant le cholestérol, tels que la nystatine, la filipine ou la cyclodextrine
(Rothberg et al., 1992; Hailstones et al., 1998).

Les cavéolines tendent alors a former dans un premier temps, des complexes
(homo-ou hétéro-oligoméres ) de14 a 16 unités. Ces oligoméres passeront par un
second stade d’oligomérisation, dans le compartiment trans du Golgi au cours de
leur transit vers la membrane plasmique. Ce processus est assuré par linteraction
des molécules de cavéolines d'un oligomére avec celles d'un autre oligomére
adjacent par lintermédiaire du domaine TD de [I'extrémité C-terminale. Ces
complexes forment alors un réseau continu sous la membrane plasmique. Ce

processus est similaire a celui des puits recouverts de clathrine (Song et al., 1997b).

6.5- Rbles des caveolaes/Cavéolines dans les échanges cellulaires :
6.5.1- Dans I’endocytose :

Il est bien établi que certains récepteurs et macromolécules extracellulaires sont
exclusivement transportées par les caveolaes (figure11). On a constaté que les
cavéolaes lient certaines toxines comme ceux du choléra et du tétanos (Montesano
et al., 1982).

Il a été, par ailleurs, démontré que le traitement des cellules par la nystatine
bloque I'endocytose de certaines molécules comme l'albumine, sans affecter la voie
dépendante de clathrine utilisée par d’autres molécules (Schnitzer et al., 1994;
Minshall et al., 2003). Sous certaines conditions, les cavéolaes transportent
directement le contenu a partir de la membrane plasmique vers les compartiments
RE/Golgi ou elles le localisent dans une structure membranaire qui n’est pas
actuellement bien connue, appelée cavéosome. Le cavéosome est different de

'endosome et du lysosome (Conrad et al., 1996; Roy et al., 1999).

La purification des domaines cavéolaires a montré la présence de grandes
concentrations de molécules qui interviennent dans le trafic membranaire. On
retrouve des molécules comme le NSF(N-Ethyl-Maleimide-Sensitif-Factor), les
SNAPs (Soluble-NSF-Attachement-Proteins), la VAMP (Vesicule-Associated-
Membrane-Proteins) et la GTPase (Guanosine Triphosphatase). Ces protéines que
nous avons cités comme les VAMP, s’associent probablement avec Ia
CAV1(Schnitzer et al., 1995b; Predescu et al., 2001). Le clivage de la VAMP avec
des neurotoxines spécifiques, bloque 'endocytose et la fusion des cavéolaes avec les

compartiments cibles intracellulaires (Schnitzer et al., 1999).
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6.5.2- Dans la Pinocytose :
La cellule transporte les petites molécules (<1 kDa) par pinocytose. Il a été mis
en évidence que le récepteur de I'acide folique est localisé au niveau des cavéolaes
(Rotherberg et al., 1990). La caveolae internalise I'acide folique par la fermeture des

deux bouts de I'invagination (Anderson et al., 1992).

6.5.3- Dans la Transcytose :

L'utilisation de protéines sériques conjuguées a certains traceurs comme
I'albumine couplée a I'or, a montré une interaction dynamique entre les cavéolaes et
I'endothélium capillaire, dans le but de transporter des molécules protéiques a travers
les cellules endothéliales (Simionescu et al.,, 1975; Schnitzer et al., 1994). Les
cavéolaes forment quelque fois des tubules ou des canaux transcellulaires entre la

face luminale et la face abluminale de I'endothelium capillaire ( Parton et al., 1997).

6.5.4- Dans la transduction du signal :

La cavéoline appartient aux protéines échafaudages ou « Scaffolding proteins ».
Ces protéines ont la particularité de réduire, d’organiser et/ou de réguler la
distribution subcellulaire d’autres molécules signalétiques. La cavéoline, par
I'intermédiaire de son domaine CSD (Cavéoline Scaffolding Domaine), lie un certain
nombre de protéines signal par leur domaine de liaison avec le CSD, le CBD
(Caveolin-Binding Domain) (Razani et al., 2002).

La modulation du eNOS (endothélium monoxyde d’Azote synthase) par les
caveéolines a été la mieux étudiée. L’interaction CAV-1/eNOS par le CSD/CBD
respectivement, maintien le eNOS inhibé jusqu'a ce que cette liaison soit rompue,
par une augmentation du calcium cytosolique, suivie par une interaction calcium-
calmoduline/ eNOS. Une mutation au niveau du domaine CBD du eNOS conduit a
une perte de liaison avec la CAV-1 et un maintien de son activité enzymatique
(Razani et al., 2002).

De plus, les cavéolaes concentrent les récepteurs couplés aux protéines-G. Aprés
une stimulation adrénergique les récepteurs 3, adrénergique quittent les caveolaes.
Par contre la stimulation des récepteurs R3¢ et [, bradikinine conduit a leur
déplacement a l'intérieur des cavéolaes. Le déplacement de ces récepteurs a I
intérieur ou a l'extérieur des caveolaes induit leur participation dynamique dans la

transduction du signal (Razani et al., 2002).
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7- Relations structurales des cavéolines avec le cytosquelette subcortical

Des études récentes ont montré que le facteur responsable de la fission des
cavéolaes est un facteur dépendant du GTP(Guanosine TriPhosphate) (Schnitzer et
al., 1996). Ce facteur est la dynamine, impliquée aussi dans I'endocytose des

vésicules recouvertes de clathrine (Henley et al., 1998; Oh et al., 1998).

Par ailleurs, la cavéoline-3 est considérée comme une protéine associée a la
dystrophine dans la cellule musculaire striée (figure12). En effet, la caveoline-3 co-
immunoprécipite avec les composants du DAPC: I'a-sarcoglycane, le B-dystroglycane
et la dystrophine (Song et al., 1996b; Sotgia et al., 2000) et interagit avec des
protéines qui s’associent a ce complexe comme le nNOS (Brenman et al., 1995). La
CAV-3 possede un domaine « WW » (domaine d’interaction protéine-protéine) unique
qui lie le motif « PPXY » (existant au niveau de l'extrémité N-terminale) du [-
dystroglycane. La dystrophine de son céteé, par son domaine « WW », interagit avec
ce méme motif. L’existence d’une liaison de compétition entre la dystrophine et la
CAV-3 avec le B-dystroglycane, un des composants principaux du DAPC (Sotgia et
al., 2000) ; indique que linteraction cavéolaire avec cette moindre portion du DAPC
serait nécessaire pour l'intégrité structurale du muscle squelettique (Razani et al.,
2002).
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Figurel

Schéma du systeme hypothalamo-neurohypophysaire
(D’apres Hatton, 1990)

Les noyaux supraoptiques NSO et les noyaux paraventriculaires NPV en verts ainsi
que le trajet de leurs fibres projetant dans la neurohypophyse
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Figure 2

Schéma montrant les majeures structures nerveuses afférentes aux neurones
magnocellulaires du SHN (Burbach et al., 2001)

HNS : SHN ; DBB : Bande diagonale de Broca; PNZ : zone perinucléaire du noyau supraoptique
et du noyau tuberomammillaire; LC : Locus coeruleus; MnPO : noyau préoptique médian; SFO :
Organe subfornical ; NTS: noyau du tractus solitaire; OB : bulbes olfactifs principaux et
accessoires; OVLT : organe vasculaire de la lame terminale; SCN : noyau suprachiasmatique ;
VLM : zone ventrolaterale de la protubérance annulaire.
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Structure de la vasopressine et de I'ocytocine

La vasopressine ne différe de I'ocytocine que par les aa en position 3 et 8. Un pont disulfure
existe entre les résidus cystéine en position 1 et 6 dans les deux molécules
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Figure 5

Schéma présentant les propriétés moléculaire d’ un neurone peptidergique
(Burbach et al., 2001)

La biosyntheése commence du RER jusqu'a la région trans du Golgi, la ou il y'a I' emballage
et le bourgeonnement du produit sous forme de LDCVs; ces dernieres subissent un
transport axonal anterograde vers les terminaisons nerveuses en empruntant comme
support les microtubules; pendant ce trajet un phénoméne de maturation peptidique
s'observe dans ces granules; une augmentation de la concentration du Ca"™" induit
I'exocytose suivie par I'endocytose de la membrane granulaire ; cette derniére subit un
transport retrograde vers le corps cellulaire pour étre dégrader ou réutilisée.

LDCVs : large dense core vesiculs ; TGN : trans-Golgi, SSV :small synaptic vesiculs ; PC1
ou PC2 :pro-hormone convertase 1ou 2 ; CPH : carbopeptidase H ; PAM : peptidyl-glycine o-
amidating monoox-ygenase.
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Figure 6

Complexe du cytosquelette subcortical du globule rouge
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Figure 7

Schéma montrant I'organisation du gene de la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD) et les protéines homologues a la dystrophine
(Blake et al., 2002)

Le gene DMD est de 2.5 Mb et code pour 7 différentes isoformes. Les produits de grandes
tailles sont transcrits a partir de I'extrémité 5’ du géne (délimitée par les fleches). Les trois
produits sont désignés par la Dp427 (B)(cerveau), la Dp427 (M)(muscle)la
Dp427(P)(cellules de Purkinje). Les produits de petite taille sont transcrits a partir des
promoteurs localisés en aval, exprimés dans la rétine (R: Dp260), dans le cerveau (B3:
Dp140), dans les cellules de Schwann (S: Dpl116) et ubiquitaires (G: Dp71).

Le N-terminal de la dystrophine, le domaine central, le domaine riche en cystéine et le C-
terminal, contiennent des sites de liaison a I'actine La région riche en cystéine (CYS) de
la dystrophine contient Le domaine WW, le motif Ef et le domaine ZZ .Le domaine C-
terminal contient deux polypeptides superenroulés(CC). Les 4 régions charniéres riches
en résidu proline (de 1 a 4) sont des sites de liaison du ﬁ-dystroglycan (DG), de la
syntrophin (SYN) et des protéines de la famille des dystrophines ( DFB).

L'utrophin est similaire a la dystrophine. La DRP2 et les dystrobrevines s’apparentent
a la dystrophine seulement par leur partie C-terminal.



Laminin 2

Eutraceliuiar matrix

Sarcoglycan
complax

alalalninlnly
Dﬁh‘&glr:an

09900900090 oo ;Z
53333333

3335533355

Dystraphin

5555
3333

Cytoplasmic
complex

Actin

Figure 8

Schéma du complexe protéique associé a la dystrophine (DAPC) dans la
cellule musculaire (Blake et al., 2002)

la dystrophine lie I'actine par son extrimité N-terminale. Par son extrimité C- terminale, elle lie
les groupes de protéines membranaires dystroglycane, sarcoglycan-sarcospan et
submembranaire syntrophins (syn) dystrobrevin (a-DB).

Le B-dystroglycane lie la dystrophine a la matrice extracellulaire par I'intermédiaire de I’ a-
dystroglycane qui interagit avec la laminine-2.
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[in a new window]

(DPC) in skeletal muscle. Dystrophin binds to
cytoskeletal actin at its NH; terminus. At its COOH
terminus, dystrophin is associated with a number of
integral and peripheral membrane proteins that can be
classified as the dystroglycan subcomplex, the
sarcoglycan-sarcospan subcomplex, and the
cytoplasmic subcomplex. The cytoplasmic subcomplex

2

includes the syntrophins (syn) and -dystrobrevin

2

( DB). The sarcoglycan-sarcopsan subcomplex

: S| | B | (el ||
comprises the sarcoglycans : : :
and sarcospan. The extracellular component of the

dystroglycan complex, 2 -dystroglycan - DG),

2

binds to laminin-2 in the extracellular matrix and -

2

dystroglycan DQG) in the sarcolemma. In turn,

= -dystroglycan binds to the dystrophin, thus

completing the link between the actin-based
cytoskeleton and the extracellular matrix. Additional
DPC binding partners are omitted for clarity, but a full
list of the proteins can be found in Table 1.
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Organisation des domaines spécialisés « lipide rafts », ciblés par les
cavéolines (Razani et al., 2002)
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Structure de la cavéoline-1
(Razani et al., 2002)

La CAV-1 existe sous forme d’homooligomeres de 14-16 monomeéres (représentée en
diméres pour simplifier), la CAV-1 pénétre la membrane plasmique par le domaine TM,
le C-MAD et le N-MAD sont des domaines de liaisons étroites avec la membrane, 'OD
est le domaine d'oligomeérisation qui peut englober aussi le N-MAD, le TD est le
domaine d’interaction avec I'oligomere adjacent.
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Réle de la cavéoline-1 dans I’endocytose de I'albumine

(Minshall et al., 2003)

Les caveolaes de la cellule endothéliale sont des transporteurs de I'albumin. Une
glycoproteine de 60kDa (gp60 ) lie I'albumine et déclenche son endocytose par
I'association avec la caveolin-1 et I'activation d’'une enzyme kinase la Src. La Src
phosphoryle la caveoline-1 et la dynamine-2, ce qui va permettre le détachement

de la caveolae.
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Schéma représentant la relation structurale entre le complexe protéique
associé a la dystrophine et la cavéoline-3 au niveau de la cellule
musculaire (Razani et al., 2002)

Le domaine (WW) de la dystrophine et le domaine(WW-like) de la cavéoline-3
s’associent au motif (PPXY) du B-dystroglycane.

Les fleches indiquent les maladies causées par I'absence (-) ou la sur-expression (+)
du géne indiqué :

BMD:Becker muscular dystrophy, CMD: congenital muscular dystrophy,
DMD:Duchenne muscular dystrophy, LGMD: limb-girdle muscular dystrophy, LGMD-
1C: limb-girdle muscular dystrophy type 1C.
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

1- Matériel biologique
Les cerveaux et les neurohypophyses sont obtenus a partir de rats Wistar
males. Les poids de ces animaux varient de 200 & 290 g. Maintenus a une
température de 20-25°C et un cycle d'éclairage 12/24 h. lls recoivent une
alimentation standard; sous forme de granulés et de I'eau ad libitum.
Le prélevement du matériel biologique est effectué aprés décapitation rapide
des animaux pour I'étude biochimique et apres anesthésie et perfusion pour I'étude

morphologique.

2- Etude morphologique
2.1 - Préparation des coupes pour 'immunomarquage
2.1.1 - Anesthésie
L’animal est anesthésié par injection intraperitoniale de l'uréthane a 25% a
raison de 1 ml/100 g de poids corporel. Aprés 5 a 10 minutes et avant qu’il ne perde
son activité autonome, on procéde a la perfusion.
2.1.2 - Perfusion
Dans le but de fixer le cerveau et hypophyse, I'animal est perfusé par voie
intracardiaque a travers l'aorte ascendante par 50ml de tampon PBS (Phosphate
Buffered Saline) pH :7.4 suivi par 250 ml de paraformaldehyde (voir annexe) a 4%
dans du tampon phosphate 0.1M, pH : 7.4. Le débit de perfusion est maintenu a 13
ml/min et la voie de la grande circulation est supprimée par clampage de l'aorte
descendante afin de diriger le liquide de perfusion vers la téte.
Apres prélévement, le cerveau et I'hypophyse sont post-fixés par immersion dans le
liquide de perfusion pendant 4h a +4°C puis conservés dans du tampon phosphate
0.1 M —thimérosal 0.1% a +4°C pendant 24h.
2.1.3 - Préparations des blocs a la coupe
Le cerveau est délicatement prédécoupé a la lame de bistouri pour se
rapprocher des zones hypothalamiques. L’hypophyse est placée dans un milieu
d’inclusion I'agar-agar a 5%. La dissolution de I'agar s’effectue au bain-Marie a une
température n’excédant pas 80°C et son agitation doit étre trées douce pour éviter la
formation de bulles dair qui pourraient, si elles se trouvent au contact de

I'échantillon, le détacher de son milieu d’inclusion lors de la coupe.
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2.1.4 - Coupes au vibratome
Le bloc est collé a la colle forte « super-glue » sur le support du vibratome
(AMERICAN OPTICAL -séries 1000). le bac du vibratome est rempli par du tampon
PBS de telle sorte que le bloc soit complétement immergé. Les coupes sont de
50um d’épaisseur et sont récupérées a l'aide d’'un pinceau puis conservées a +4°C
dans du tampon PBS ,PH 7.4-timerosal 0.1% jusqu’a leur utilisation limitée a une

semaine.

2.2-Immunohistochimie: Technigue immunoperoxydase sur coupes
flottantes

Les coupes sont traitées par une succession d’étapes d’incubations et de
lavages dans des puits (Cultur Wells), sous agitation douce et a une température de
20 a 25°C.

Les coupes sont perméabilisées par incubation d’'une heure dans une solution
de Triton X-100 a 0,5 % dans du tampon PBS. Cette étape est suivie par trois
lavages successifs au PBS de 10 minutes chacun. L’activité¢ de la peroxydase
endogene est bloguée par I'incubation des coupes dans I'hydrogéne peroxyde 0,3%
dans du tampon PBS pendant 30 min. Cette étape est suivie comme ['étape
précédente par trois lavages au PBS. Pour le blocage des liaisons non spécifiques,
les coupes sont incubées dans du sérum de cheval a 5% dans le PBS pendant 1
heure. Les coupes, aprés avoir subi trois lavages successifs au PBS, sont incubées
en présence de l'anticorps primaire monoclonal, anti-dystrophine (DYS2), dilué a
1/20 dansle PBS (Tableau ) pendant 15 heures (ou une nuit) a +4°C ou 1 heure a
25°C dans une chambre humide. Aprés trois lavages successifs, on procede a
'étape de révélation qui débute par l'incubation des coupes avec I'anticorps
secondaire anti-souris biotynilé, dilué dans le PBS pendant 1 heure. Aprés trois
lavages, les coupes sont ensuite incubées dans une solution streptavidine
peroxydase pendant 1 heure. Cette étape est suivie par trois lavages au PBS. Le
substrat utilisé pour révéler la peroxydase est soit le diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB)( DAKO® LIQUID DAB+) qui donne une coloration marron,
soit le 3-amine 9- éthyle carbazole (AEC)(DAKO® AEC+ substrate-chromogen) qui
donne une coloration rouge. Le temps d’incubation en présence du substrat est de
10 a 30 min a I'obscurité. La réaction est bloquée par trois lavages successifs a I'eau
distillée.
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Le méme procédé est suivi pour la mise en évidence de la cavéoline excepté
gue les coupes ont été prétraité pendant 10 min avec la protéinase (DAKO® Ready-
to- Use PROTEINASE K) dans le but d’'un démasquage des sites antigéniques. Ce
prétraitement est effectué entre I'étape de permeéabilisation et I'étape de blocage de
I'activité peroxydase endogene. L'anticorps anti-Cav1l, cavéoline polyclonal est dilué
a 1/100 dans du PBS (tableau 1).

La révélation consiste en une incubation pendant 1 heure avec Il'anticorps
secondaire anti-lapin. Aprés 3 lavages de 10 minutes chacun, les coupes sont
incubées dans une solution streptavidine peroxydase pendant 1 heure puis suivie
par trois lavages. Dans notre expérimentation, nous avons choisi d'utiliser le DAB
comme substrat de la peroxydase pour révéler la réaction immunologique de la
cavéoline.

Il était souhaitable de cibler la localisation des astrocytes dans le NSO et le
NPV et celle des pituicytes dans le LN; pour pouvoir comparer la distribution du
marquage au DYS2 et a l'anti-CAV1 par rapport a leur emplacement dans ces
zones. Pour cela nous avons utilisé I'anticorps monoclonal anti-GFAP (DAKO®
Ready-to-use, EPOS, HRP) capable de reconnaitre la molécule unitaire des
filaments intermédiaires spécifiques aux cellules gliales qui est la GFAP(Glial-
Fibrillary-Acidic Protein). L ‘anti-GFAP est capable aussi de marquer positivement les
cellules ependymaires.

Toujours le méme procédé suivi pour la révélation de la dystrophine, est appliqué
pour 'immunomarquage a I'anti-GFAP, le substrat de la peroxydase utilisé est 'AEC
ou le DAB.
2.3 — Montage des coupes pour la microscopie photonique
2.3.1 - Préparation des lames gélatinées

Les lames sont dégraissées dans un bain d’'alcool 95%-HCI 1N puis lavées par
un détergent liquide. Ces lames sont rincées par la suite a I'eau courante pendant 1
heure puis a I'eau distillée. Les lames sont par la suite trempées dans une solution
de gélatine mélangée avec I'alun de chrome dans de I'eau distillée (voir annexe). Les
lames sont ensuite mises a sécher dans I'étuve a 60°C.

2.3.2 — Montage des coupes

A la fin du traitement immunohistochimique, les coupes flottantes sont

délicatement étalées sous loupe binoculaire et montées sur les lames gélatinées

puis mises a sécher en étuve a 60°C. Les coupes traitées par les chromogénes
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insolubles dans les solvants organiques, comme le DAB, sont déshydratées dans
des bains successifs d’alcool a degrés croissants (70°, 95°, 100°) de 1 min chacun
puis par deux bains de Xylol de 1 min chacun. Le montage entre lame et lamelle est
fait au baume de Canada (Prolabo 8007-47-4).

Les coupes traitées par les chromogénes solubles dans les solvants organiques
comme I'AEC sont d'abord trempées 10 secondes dans une solution 37 mM
d’hydroxyde d’ammonium puis rincées dans I'eau distillée pendant 5 min et sont
montées par un milieu de montage aqueux (DAKO® Faramount,aqueous Mounting

medium). Les lames traitées a I'AEC sont stockées a +4°C.

3- Etude biochimique
3.1- Isolement du matériel biologique

16 rats sont décapités. L’hypophyse est délicatement prélevée par
microdissection sous une loupe binoculaire. Le lobe nerveux (LN) est séparé des
lobes intermédiaire et antérieur.
L’homogénéisation des LN est effectuée dans un milieu de récupération de tissus,
appelé tampon MOPS (Acide morpholino-4 propanesulfonique) constitué de 20 mM
MOPS, 150mM NacCl, 0.1mM EDTA, pH 6.8 a +4°C , auquel est ajouté, un mélange

d’inhibiteurs de protéase (IP) a 1% final (voir annexe).

3.2- Préparation des fractions
Trois fractions différentes sont isolées a partir du lobe nerveux selon la
meéthode décrite par Nordmann et collaborateurs (1986) (figurel5).
Les fractions sont obtenues aprés centrifugation de 'homogénat a +4°C en utilisant
une microcentrifugeuse de type 5415 R.
L’homogénat est centrifugé a 800 rpm pendant 3 min. Le culot (P1) obtenu est
récupéré dans 100 pl de tampon MOPS/IP (voir annexe). Le P; représente la
fraction riche en pituicytes. Le surnageant est remis a centrifuger a 6000 rpm
pendant 10 min pour obtenir un culot ( P2 ) qui est resuspendu dans 100 pul de
tampon MOPS/IP et un deuxieme surnageant (S). S est la fraction qui contient entre
autres, les granules de sécrétions tandis que P, est la fraction enrichie en

neurosecretosomes.
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3.3- Dosage des protéines et préparation des échantillons

Dans le bute de diluer les fractions neurohypophysaires (P;, P2 S) obtenues;
les protéines de chaque fraction sont dosées selon la méthode de Bradford (1976)
en utilisant de la BSA comme standard a raison de 0.1% ( voir annexe). Les
protéines des fractions, sont par la suite diluées a concentration finale de 1ug/ pl
avec du tampon de dénaturation de Laemmli (1970) composé de Tris-HCI 62.5 mM,
pH 6.8, Dodecyl Sulfate de Sodium 2 %, Glycérol 25 % et le Bleu de bromophenol
0.003%. Les échantillons sont chauffés au bain-Marie pendant 5 min a 100°C. Aprés
refroidissement, on rajoute le B-mércaptoethanol a 5%. Ces échantillons peuvent
étre conservés a —20°C pendant plusieurs semaines.

Ce traitement conféere aux protéines la méme charge et la séparation
s’effectuera seulement en fonction du poids moléculaire. Le SDS solubilise les
protéines et se fixe dessus en masquant leurs charges natives et les transforme en
polyanions. Le B-mércaptoethanol est un agent réducteur capable de rompre les

ponts disulfures existant au sein des protéines.

3.4 - Séparation des protéines par Electrophorése mono dimensionnelle
sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE)

L’électrophorése monodimensionnelle a pour but de séparer les protéines selon
leur poids moléculaire. Elle est réalisée par I'utilisation d’'un appareil a migration
verticale de type (Mini-PROTEAN 3Cell BIO-RAD).

Deux gels différents sont préparés selon la méthode de Laemmli (1970) : Un
gel inférieur ou gel de séparation et un gel supérieur ou gel de concentration (voir
annexe). Le gel de concentration est coulé sur le gel de séparation a deux cm de
hauteur, entre deux plagues de verre de dimensions (75mm x 83 mm x 1.5 mm). Un
peigne de 10 puits, est placé sur le gel de concentration coulé avant sa
polymérisation. Le gel de concentration assure le regroupement des protéines
dispersées lors du dépdt d’échantillons.

Suivant la masse moléculaire des protéines recherchées, deux concentrations
d’acrylamide/bisacrylamide sont utilisées, pour le gel de séparation: 10% pour
récupérer les protéines de PM moyen et 12% pour récupérer les protéines de plus
faible PM.

Pour un gel de séparation a 10%, on mélange 2.5ml d’acrylamide/bisacrylamide

(40%)( 38.9g d’acrylamide et 1.1g de bisacrylamide dans 100ml d’eau distilée) (voir
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annexe), 2.5 ml tampon (Tris-HCI 1.5M pH 8.8, 0.4% SDS) 4.9ml d’eau distillée, 1ml
de glycérol, 50ul de temed et 50ul de persulfate d’ammonium a 10%. Ces deux
derniers composants déclenchent la réaction de polymérisation de I'acrylamide.
Pour le gel de concentration, on mélange 0.8ml d’acrylamide/bisacrylamide 40%,
2.5ml de tampon (Tris-HCI 0.5M pH 6.8, 0.4% SDS), 6.6ml d’eau distillée, 10ul de
temed et 100ul de persulfate d ammonium a 10%.

Le dépdt de 20 pl d’échantillon s’effectue a I'aide d’'une seringue Hamilton dans
les puits formés dans le gel de concentration. Le premier puit est réservé aux
protéines standards de PM connus 250, 148, 98, 64, 50, 36, 22, 16, 6 et 4 kDa (Kit
Invitrogen).

La migration se fait dans un tampon de migration composé de 25mM Tris-
glycine 192mM, 0.1% SDS, pH 8.3, sous une intensité de 100 mA pendant 2 heures
a température ambiante.

On procede aussi pour deux gels, I'un sera coloré au bleu de Coomassie et I'autre

servira pour le Western- et le ligand-blotting.

3.4.1 - Coloration du gel au bleu de Coomassie
Apres électrophorese, un gel est coloré 30 min a 50°C dans une solution de
bleu de Coomassie. La mise en évidence des protéines colorées est obtenue aprés

décoloration du fond avec une solution de décoloration (voir annexe).

3.5 — Analyse qualitative des protéines par « western-blotting »
3.5.1- Electrotransfert des protéines sur membrane de nitrocellulose
Le transfert se déroule a température ambiante dans un tampon de transfert
composé de 25mM Tris-glycine 192mM, 0.1% SDS, 20% de méthanol (V/V) PH :
8.3, sous une intensité de 100 mA pendant 1 heure et demi dans un appareil de type
Genie, IDEA (Scientifigue compagny, USA). Les protéines sont transférées du gel
vers une membrane de nitrocellulose de type optitran (BA-S85 : reinforced NC
depoly labo ,France). La membrane de nitrocellulose a été préalablement incubée
dans le tampon de transfert pendant 30 min avant le montage du « sandwich » (voir
annexe).
3.5.2 - Coloration au rouge ponceau
la membrane de nitrocellulose est lavée avec l'eau distillée, puis colorée

pendant 15 min par une solution contenant 0.5% de rouge Ponceau, 20% de
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méthanol et 1% d’acide acétique. Les protéines apparaissent, apres décoloration de
la membrane par simple lavage a I'eau distillée. La décoloration totale est obtenue
par lavage de la membrane avec le tampon PBS-T(Phosphate Buferred Saline-
Tween) (voir annexe).

Cette coloration a pour but de s’assurer que les protéines ont été complétement
transférées du gel vers la membrane de nitrocellulose et de visualiser le trajet de leur
migration; Ce qui permettra une meilleure découpe de la membrane de

nitrocellulose en bandes qui seront séparément traitées par des anticorps différents.

3.5.3-Immunoréplique
La détection immunologique des protéines sur les membranes de nitrocellulose,
est réalisée apres blocage pendant 1 heure a température ambiante des sites non
spécifiques par 1% de BSA (p/v) / 3% lait écrémé (p/v) dans une solution de PBS-T
(voir annexe). Les membranes sont ensuite lavées 3 fois successivement 10 min et
incubées pendant 15 heures a 4°C avec les anticorps spécifiguement dirigés contre

les protéines a détecter (tableau ).

3.5.4 - Révélation

Apres trois lavages successifs de 10 min chacun, sous agitation, la révélation
est réalisée par l'utilisation du kit DAKO LSAB®+. Un second anticorps biotinylé,
dilué avec le tampon PBS-T, est incubé avec la membrane pendant 1 heure & une
température de 20 a 25°C. L’'anticorps secondaire doit étre produit chez le lapin s'il
s’agit d’'un anticorps primaire polyclonal ou produit chez la souris s’il s’agit d'un
anticorps primaire monoclonal. Trois lavages successifs de 10 min sont nécessaires
avant l'incubation de la membrane, pendant 1 heure entre 20 a 25°C, dans une
solution streptavidine—peroxydase/PBS-T. Apres trois lavages, les membranes sont
incubées a 'obscurité avec la solution DAB (voir annexe) de 10 a 30 min. La réaction
est stoppée par 3 lavage successifes de la membrane a I'eau distillée 3 fois, pendant

10 min chacun.

3.6 - Technique du « Ligand Blotting »
Cette technique est choisie dans le but de rechercher une liaison structurale
pouvant exister entre la cavéoline et la dystrophine. Etant donnée que la cavéoline-1
est la protéine structurale prédominante des caveolaes, nous utilisons dans notre

expérimentation les cavéolaes comme le porteur du ligand qui est la cavéoline. Les
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cavéolaes sont un don d’un laboratoire étranger offert par le Docteur Gerard Cremel
(Centre de neurochimie,Unité338, Université Louis Pasteur, Strasbourg). Comme il
est mentionné plus haut, les protéines des trois fractions (P1, P2, S) sont séparées
par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS puis
électrotransferées sur une membrane de nitrocellulose.

Aprés coloration au rouge ponceau suivie d'une décoloration totale, la
membrane est incubée lheure a 4°C sous agitation dans une solution 3% lait
ecremeé(p/v) / BSA 1% (p/v), dans du tampon PBS-T. Aprées un lavage de 10 min, la

membrane est équilibrée pendant 10 min dans le tampon d’overlay(de recouvrement

)(25mM Hepes pH : 7.0, 0.5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 0.9M glycérol, 1 mM NaN 3, 4
mM MgSO4 , 0.1%Tween-20, 3% BSA) puis incubée 15 heures a +4°C, sous

agitation avec les caveolaes, a raison de 40 pg /ml dans le tampon overlay. La
membrane, par la suite, est lavée avec le tampon overlay et recouverte avec du
papier filtre Whatman puis mise a sécher a température ambiante. Cette derniere
étape sert a stabiliser la liaison entre la protéine transférée sur la membrane de
nitrocellulose et le ligand qui lui est spécifique.

La membrane une fois séchée, est réhydratée avec le tampon PBS-T puis
incubée avec l'anticorps anti-Cavl dilué a 1/5000 pendant 15 heures sous agitation
a +4°C.

3.6.1 - Mise en évidence de I'interaction

Apres trois lavages successifs de 10 min chacun sous agitation, la révélation
de la cavéoline est réalisée par l'utilisation du kit DAKO LSAB®+. Un second
anticorps anti-lapin biotinylé dilué avec le tampon PBS-T est incubé avec la
membrane pendant 1 heure a une température de 20 a 25°C. Trois lavages
successifs de 10 min sont nécessaires avant I'incubation de la membrane pendant 1
heure entre 20 a 25°C avec une solution streptavidine—peroxydase/PBS-T . Aprés 3
trois lavages successifs, la membrane est incubée a 'obscurité avec la solution DAB
de 10 a 30 min. La réaction est stoppée par 3 lavage successifs de la membrane,

pendant 10 min chacun a I'eau distillée.
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anticorps

Nomenclature

Type

Dilution

WB

IH

épitope

Anti-dystrophine

DYS;

monoclonal

1/1000

1/20

Ext.
C-terminal
3669 —3685
de la DP 427

Anticavéoline

Anti-cavl

polyclonal

1/5000

1/100

Ext.
N-terminal

de la cavl

Tableau des dilutions des anticorps utilisés en Immuno-histochimie (IH)
et en Western-blot (WB)




Homogénat
800 rpm
3 min +4°C

Culot (P1) Surnageant 1
Récupéré dans 100uL MOPS/IP 6000 rpm
10 min +4°C

Culot (P2) Surnageant 2 (S)
Récupéré dans 100uL MOPS/IP

P : fraction enrichie en pituicytes
P, : fraction enrichie en neurosécrétosomes

S : fraction contenant entre autres des granules de sécrétion

Figure 15
Préparation des fractions a partir des lobes nerveux hypophysaires
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I- Immunoréactivité des cavéolines et des dystrophines dans I'axe

Hypothalamo-neurohypophysaire

I.1- Au niveau du noyau supraoptique (NSO) : ( Planchel)

[.1.1- immunoréactivité de la dystrophine (Dp)
Pour la dystrophine, le substrat utilisé pour la révélation du second anticorps
combiné a la peroxydase; est le 3-amine 9-éthyle carbazole (AEC). L’AEC donne

une coloration rouge en présence de la peroxydase.

La planchelA, présente une immuno-réaction positive au niveau du NSO qui
jouxte latéralement le chiasma optique (CO). Au niveau de la limitante gliale ventrale
(LGV); zone du regroupement des dendrites des neurones magnocellulaires et des
expansions astrocytaires (fleches), le marquage augmente d’intensité et présente un

aspect filamenteux.

La planchelB montre gu’'au fort grossissement, les neurones magnocellulaires
sont marqués au niveau des régions périphériques (fleches noires). De plus, des
structures qui semblent étre des coupes transversales de vaisseaux sanguins sont
immunopositives a cet AC (fleches vertes). Ce dernier marquage pourrait étre
localisé au niveau des pieds d’astrocytes perivasculaires (voir immunomarquage du
GFAP des cellules gliales :Planche 4 A).

Planchel. Immunoréactivité de la dystrophine (Dp) et de la cavéoline (Cav) sur
coupe au vibratome du noyau supraoptique du rat.

1- Localisation par immunoperoxydase (AEC) de la dystrophine par le DYS2.
. A (x100), B (x200), C (x1000).

2- Localisation par immunoperoxydase (DAB) de la cavéoline par I'anticorps anti-
CAV1. D (x100), E (x200), F (x400).

CO : Chiasma Optique. N : Neurone magnocellulaire . LGV : Limitante Gliale Ventrale.
Ny: Noyau.
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Au plus fort grossissement (planchelC), on observe des neurones magnocellulaires
présentant un marquage dont la localisation est sous-jacente a la membrane
plasmique. Le marquage a ce niveau est discontinu. On remarque qu’ il s’étend
dans l'un des prolongements cytoplasmiques des neurones magnocellulaires
(fleches noires). On observe aussi un vaisseau sanguin (fleches rouge) entouré par

le méme marquage (fleches vertes).

[.1.2- Immunoréactivité de la cavéoline (Cav)
Pour la cavéoline, le substrat utilisé pour la révélation du second anticorps
combiné a la peroxydase, est le diaminobenzidine tetrachloride (DAB) qui donne une

coloration marron en présence de la peroxydase.

La planchel D montre une immunoréactivité positive au niveau du NSO. Un
amas de neurones magnocellulaires, situés sur le coté du chiasma optique (CO) sont
marqués. On remarque que leurs axones marqués quittent le noyau dans sa partie

dorso-mediane et longent le chiasma optique (CO) (fleches) .

La planchelE montre, au fort grossissement, qu'en plus des neurones

magnocellulaires, les parois des vaisseaux sont marquées (fleches).

Au plus fort grossissement (planchelF), les neurones magnocellulaires
présentent un marquage cytoplasmique, ayant un aspect granulaire qui s’étend de
la partie périnucléaire a la région périphérigue du corps cellulaire. Certaines
granulations sont plus denses que dautres. Cet aspect ponctué s’étend aux

prolongements cytoplasmiques de ces neurones (fleches).

I.2- Au niveau du noyau paraventriculaire (NPV) : (Planche 2)

[.2.1- immunoréactivité de la dystrophine

La planche 2 A montre la zone des noyaux paraventriculaires. On remarque
une immuno-réaction positive pour la dystrophine par un marquage de couleur
rouge, bien limité au niveau du NPV.

On remarque aussi dans cette figure, que la paroi du troisieme ventricule, constituée

de cellules épendymaires, réagit fortement a [Ianticorps dirigé contre les

dystrophines.
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Les structures montrant une réaction au DYS2, au fort grossissement (figure B) le
marquage s'observe dans les neurones magnocellulaires (fleches noires) et au
niveau les vaisseaux sanguins (fleches rouges). Sur l'un de ces vaisseaux,
s’appliqgue un marquage qui semble étre localisé dans les pieds astrocytaires (fleche

verte) (voir immunomarquage du GFAP des cellules gliales : planche 4 B).

Au plus fort grossissement, la planche 2 C montre le détail de ce marquage sur
des neurones magnocellulaires. Le marquage apparait sous jacent-membranaire
plasmique avec quelquefois une discontinuité de son intensité. Le marquage parait
également plus diffus et moins intense au niveau cytoplasmique (fleche noire). Sur
des vaisseaux sanguins (fleches rouges) vient s’appliquer un marquage qui semble

étre localisé dans les pieds astrocytaires (fleches vertes).

|.2.2- immunoréactivité de la cavéoline
La planche 2 D montre une immuno-réaction positive, par la répartition du
chromogene sur toute la surface du noyau paraventriculaire avec une plus grande

intensité dans sa région latérale, riche en magnoneurones.

Au plus fort grossissement (planche 2 E), on remarque que l'intensité de ce
marquage est plus importante au niveau membranaire plasmique qu'au niveau
cytoplasmique des neurones magnocellulaires (fleches noires). L'aspect du

marquage parait granuleux.

De plus, un immunomarquage positif (fleches vertes) s’observe dans des
structures qui butent contre les parois vasculaires (fleches rouges). Ce marquage
serait localisé au niveau des prolongements des cellules gliales (astrocytes)  qui

forment généralement des manchons autour des capillaires.

Planche 2. Immunoréactivité de la dystrophine (Dp) et de la cavéoline (Cav) sur
coupe au vibratome du noyau paraventriculaire du rat.

1- Localisation par immunoperoxydase (AEC) de la dystrophine par le DYS2.
A (x100), B (x200), C (x1000).

2- Localisation par immunoperoxydase (DAB) de la cavéoline par I'anticorps anti-
CAV1. D (x100), E (x200), F (x1000).

3V: Troisieme Ventricule. N: Neurone magnocellulaire. Ny: Noyau.
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Au plus fort grossissement (planche 2 F), on observe que le marquage d’ aspect
granuleux dans ce neurone magnocellulaire, s’étale depuis la surface périnucléaire
jusqu'a la région sous jacente a la membrane plasmique. Ces granulations

présentent des marquages hétérogénes en intensité et en taille.
I.3- Au niveau du lobe nerveux (LN) : (Planche 3)

Au niveau du lobe nerveux, le DAB a été utilisé comme substrat de la

peroxydase pour la révélation des dystrophines et de la cavéoline-1.

[.3.1- Immunoréactivité de la dystrophine
La planche 3A, montre une immuno-réaction positive au niveau du lobe nerveux
de I'hnypophyse.
On remarque au fort grossissement (planche 3B), que le marquage se répartit

aussi bien a proximité des vaisseaux que dans le reste du lobe.

Au plus fort grossissement (planche3C), le marquage s’observe de facon
importante dans la région périvasculaire (fleches blanches). A ce niveau,
'observation au microscope photonique ne permet pas de distinguer la localisation
du marquage, il semble que les pieds des pituicytes perivasculaires qui soient
porteurs de cette immunoréaction (voir immunomarquage du GFAP des cellules

gliales : planche4 C et D) et/ou les terminaisons nerveuses des NMC.

1.3.2- Immunoréactivité de la cavéoline :
La planche3D présente un marquage au niveau du lobe nerveux de

I'hypophyse.

Planche 3. Immunoréactivité de la dystrophine (Dp) et de la cavéoline (Cav) sur
coupe au vibratome de I'"hypophyse du rat.

1- Localisation par immunoperoxydase (DAB) de la dystrophine par le DYS2.
A (x100), B (x200), C(x1000).

2- Localisation par immunoperoxydase (DAB) de la cavéoline par I'anticorps anti-
CAV1. D (x100), E (x200), F(x1000).

LA : Lobe Anterieur. LI: Lobe Intermédiaire. LN : Lobe Nerveux. VS : Vaisseau
Sanguin. * Cytoplasme
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Le marquage dans le LN est plus important et plus significatif par rapport aux deux

autres lobes (intermédiaire et antérieur).

Au fort grossissement (planche3 E), le marquage s’observe essentiellement aux
régions perivasculaires. En effet, les capillaires sanguins sont fortement marqués en
périphérie.
planche3 F, présente un gros vaisseaux sanguin dont la périphérie est fortement
marquée. Ce marquage semble suivre le trajet des prolongements de pituicytes
(fleches blanches) dont les noyaux s’observent a proximité (fleches vertes). On
remarque qu’au niveau cytoplasmique de ces cellules gliales, le marquage est
d’aspect granuleux et concentré au niveau perinucléaire (voir immunomarquage du

GFAP des cellules gliales : planche4 Cet D).

1.4-Immunomarquage du GFAP des cellules gliales : (Planche 4)

1.4.1- Au niveau du noyau supraoptique :
La planche 4 A montre un immunomarquage positif au GFAP dans le NSO. Ce
marquage augmente d’intensité au niveau de la limitante gliale ventrale (LGV) et au

niveau du contour vasculaire (fleche noire).

1.4.2- Au niveau du noyau para ventriculaire :

On remarque dans la planche 4 B, que le marquage est plus important au niveau

FIGURE 4. Immunomarquage des cellules gliales du systéeme hypothalamo-
neurohypophysaire par le GFAP

A -Localisation par Immunoperoxydase (AEC) des cellules gliales au niveau du
noyau supraoptique (x100)

B -Localisation par immunoperoxydase (AEC) des cellules gliales au niveau du
noyau paraventriculaire (x200)

C , D- Localisation par immunoperoxydase (DAB) des cellules gliales au niveau
de la neurohypophyse C (x100), D (x400).

CO : Chiasma Optique. LGV : Limitante Gliale Ventrale. 3V: Troisiéme ventricule
LI : Lobe Intermédiaire. LN : Lobe Nerveux.
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de la paroi du troisieme ventricule (3V) et dans des prolongements butant sur
cette derniere. Le marquage est observé aussi au niveau perivasculaire (fleches

vertes).

1.4.3- Au niveau du lobe nerveux :

On remarque dans la planche 4 C que 'immunomarquage au GFAP se répatrtie
uniformément sur tout la surface du LN; suivant des trajets filamenteux qui semblent
étre des prolongements pituicytaires. Le marquage s’observe aussi au niveau de la
périphérie des vaisseaux (fleche verte).

Au plus grossissement planche 4 D , le marquage (fleche verte) présente un

aspect filamenteux qui semble buter contre les parois vasculaires (fleches noires).

En récapitulatif, les résultats obtenus, semblent montrer une distribution
relativement similaire entre les dystrophines et la cavéoline-1. Cependant leurs
présences sont qualitativement différentes. Ces deux protéines présentent une

distribution similaire avec celle des cellules gliales du SHN.

lI- Immuno-Détection des dystrophines et de la cavéoline-1 au

niveau des fractions neurohypophysaires

Le gel coloré au bleu de Coomassie (planche 5) montre la présence de protéines
de différents poids moléculaires (fleches) dans les trois fractions neurohypophysaires

P1, P, et S, avec une prédominance pour les protéines de faible PM.

Il.1- Immuno-détection des dystophines et de la cavéoline-1 par western-
blotting :

Avant d’entreprendre I'étude sur la liaison possible de la cavéolin-1 et des
dystrophines dans la neurohypophyse , nous avons voulu vérifier qu’ elles y sont
exprimées.

La planche 6 montre une membrane de nitrocellulose traitée par I'anticorps DYS2.

On remarque que l'anticorps DYS2 réagit positivement dans les trois fractions avec
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des protéines de poids moléculaires différents. La protéine immunopositive au DYS2
dont le PM est supérieur a 250 kDa, est présente dans les trois fractions
neurohypophysaires. Cette protéine pourrait correspondre a la Dp 427. La protéine
qui se situe par apport au marqueur de PM entre 148 et 98 kDa dans les fractions
P1 et P,, correspond probablement a la dystrophine de 116 kDa (Dp116).

Dans la planche 7, la membrane de nitrocellulose traitée par I'anticorps anti-cavl
montre que l'anticorps réagit positivement avec une protéine de 22 kDa dans les

fractions P; et S. Il s’agit de la cavéoline-1.

L’'anticorps reconnait aussi une protéine dans la fraction P; ayant un poids
moléculaire de 400 kDa. Ceci corresponderait au complexe oligomerique des

cavéolines. Ce complexe est connu avoir un PM entre 300 et 400 kDa.

II.3- Immuno-détection de I'interaction des cavéolines:

La planche 8 montre la membrane de nitrocellulose contenant les fractions
neurohypophysaires, incubées dans un premier temps avec les cavéolaes (ligand).
La fixation du ligand sur cette membrane est révélée par I'anticorps anti-Cavl. On
remarque que I anti-Cavl réagit dans les trois fractions avec une protéine ayant un

poids moléculaire supérieur a 250 kDa, a ce niveau serait localisée la Dp 427.

L'anti-Cavl réagit aussi avec une protéine dont le poids moléculaire est de

116kDa . A ce niveau est révélée la Dp116.

La planche 9A présente un gel de 12%, contenant deux fractions
neurohypophysaires (P, et S). Le gel a 12% d’acrylamide ayant des mailles plus
serrées que le 10%, permet de retenir les protéines de faible PM ; I'inconvénient est
gue les protéines de haut PM ne peuvent pas pénétrer dans le gel de séparation.
On remarqgue au niveau de P; , que I' anti-cavl révele une liaison avec des protéines

de différents PM, avec une de 71kDa, une de 43 kDa,et une autre de 22 kDa.
Pour la fraction S, cet anticorps révele une liaison avec une protéine de 43 kDa.

Dans la planche 9B, Une fraction témoin de surnageant cerveau dont les
protéines ont été séparées par un gel de 12% a été incubée en présence de
'anticorps DYS2. Cet anticorps réagit positivement avec des protéines ayant des
poids moléculaires de 427, 71 et 43 kDa.
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En récapitulatif :
Résultats morphologiques

NSO NPV LN

Dystrophine
(DYS2)

- Marquage important sous-
jacent membranaire
plasmique neuronale
(Aspect discontinu)

- Marquage dans des
régions périvasculaire

- Marquage au niveau de la

- Marquage important sous-
jacent membranaire
plasmique neuronale

( Aspect discontinu)

- marquage dans des régions
périvasculaire

- Marquage au niveau de la

narni dii traiciama vantriciila

- Marquage accentué
homogene dans des régions
périvasculaires

Cavéoli

(Anti-Ca

L)

périnucléaire, cytoplasmique
et périphérique sous-jacent
a la membranaire plasmique
des magnoneurones

- Marquage dans des
régions périvasculaire

-Marquage au niveau de la
limitante gliale ventrale

JabCl TCTTICTITOTAriamnm<c
plasmique, moins intense au
niveau cytoplasmique

- Marquage dans des régions
périvasculaire

- Marquage au niveau de la
paroi du troisieme ventricule

peTtvasvurantcs

- Marquage Cytoplasmique
périnucléaire dans les cellules
pituicytaires
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Résultats

Résultats biochimiques

Anticorps
P1 P2 S
(pituicytes) (neurosecretosomes ) (surnageant riche en
granules)
Fractio
- Une bande
- Une bande - Une bande proteique de 427kDa
Dy(sgggg;ne protéique de 427 kDa | protéique de 427 kDa | Une bande
- Une bande - Une bande S;O;?EBZ
protéique de 116 kDa | protéique de 116 kDa
- Une bande
protéique
Cavéoline de 400 kDa - Une bande
(Anti-Cavl) - Absence de réaction | protéique de 22 kDa
- Une bande

protéique de 22 kDa

Gel
10%
Ligand blotting
(anti-Cavl)
Gel
12%

- Liaison avec une
protéine de427 kDa

- Liaison avec une
protéine del16 kDa

- Liaison avec une

- Liaison avec une
protéine de 427kDa

- Liaison avec une
protéine de 116kDa

- Liaison avec
protéine de 427 kDa

- Liaison avec une
protéine de 116 kDa

protéine de 71 kD
- Liaison avec une

protéine de 43 kDa

- Liaison avec une
Protéine de 22kDa

Pas de fraction

- Liaison avec une

protéine de 43 kDa
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Plancheb

Séparation des protéines des trois fractions neurohypophysaires

20 pg de protéines sont déposées sur un gel de polyacrylamide a 10%, coloré au
bleu de Coomassie.

MP : Marqueur de poids moléculaire, p; : fraction enrichie en pituicytes, p» : fraction
enrichie en neurosecrétosomes , S : fraction contenant des granules de sécrétion .
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Planche6

Immunodétection de la dystrophine par le DYS2 et par des IgG combinés a la
peroxydase dans les fractions neurohypophysaires
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Immunodétection de la cavéoline-1 par I'anti-CAV1 et par des IgG combinés a

la peroxydase dans les fractions neurohypophysaires
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planche9

A. Immunodétection de la cavéoline-1 par I'anti-CAV-1 et des IgG combinés a la
peroxydase, aprés un ligand blotting d’un gel eléctrotransféré de 12% de deux fractions

neurohypophysaires p1 ets.

B. Immunodétection de la dystrophine par le DYS2 et des IgG combinés a la peroxydase,

dans une fraction de surnageant de cerveau (SC) .



Discussion

I-Distribution des dystrophines au niveau du systéme hypothalamo-

neurohypophysaire

[.1- Au niveau du noyau supraoptique (NSO)

L'immunomarquage par le DYS2, semble augmenter d’intensité vers la partie
ventrale du noyau : la limitante gliale ventrale (LGV). La LGV est une zone de
regroupement des expansions astrocytaires et des dendrites des neurones
magnocellulaires. Il nous semble, a cette échelle d’observation, que les dystrophines
pourraient étre localisées dans I'une ou l'autre des structures ou les deux a la fois.

Les dendrites des neurones magnocellulaires constituent les éléments post-
synaptigues des neurones afférents qui pourraient étre GABAergiques,
Glutamatergiques, Histaminergiques et/ou Angiotensinergiques (Hatton, 1990). Dans
ce cas, les dystrophines dans cette zone, pourraient étre localisées dans les
terminaisons de ces axones afférents. Elles pourraient donc étre pré- et/ou post-
synaptiques. On pense que si les dystrophines sont localisées dans ces régions,
elles seraient impliquées dans la transmission de l'information; probablement par le
regroupement des canaux ioniques dépendant du voltage au niveau pré-synaptique
et / ou des récepteurs des neurotransmetteurs dans la membrane post-synaptique.
En effet, des études morphologiques ont montré une localisation post-synaptique
des dystrophines dans le systéme nerveux central (Jancsik et Hajos, 1998). Ces
dystrophines pourraient avoir un réle dynamique dans I'organisation des protéines
impliguées dans la transduction des signaux (Brenman et al., 1996). Il a été
démontré aussi par immunocytochimie, que la dystrophine possede une localisation
pré et post-synaptique dans les neurones de la couche plexiforme externe de la
rétine (Bordais et al., 2004). Ces auteurs suggérent que chez les patients atteints de
Dystrophie Musculaire de Duchenne, la réduction de I'amplitude de I'onde b de
I'éléctrorétinogramme, est a la base d'une altération de la neurotransmission
rétinienne et qui a pour origine I'absence de la dystrophine, proposant que la
dystrophine joue un réle dans le regroupement des récepteurs et /ou des canaux
ioniques dans les zones pré- et post-synaptiques. Dans les neurones centraux post-
synaptiques les dystrophines, essentiellement la Dp 427 attacherait I'actine au
complexe membranaire B-dystroglycane/ a-dystroglycane, ce dernier est ancré a la

membrane pré-synaptique par la nerexine ( Culligan et Ohlendieck ,2002).
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Par ailleurs, les astrocytes sont les cellules gliales prédominantes au niveau du
NSO, leurs corps cellulaires se localisent au niveau de la LGV et leurs expansions
se prolongent plus de 500 um vers la partie dorsale du noyau et forment de fines
séparations entre les magnoneurones (Miyata et Hatton, 2002). Il a été observé chez
le rat sous certaines conditions physiologiques que ces expansions astrocytaires se
rétractent et permettent l'apposition des corps cellulaires des magnoneurones
(Hatton, 1990). Cet aspect suggére une grande plasticité de ces cellules, dans

lagquelle 1l semble que les dystrophines pourraient étre impliquées.

Par ailleurs, I'adhésion étant un processus dynamique, la liaison des filaments
d’actine au complexe d’adhésion génere une force motrice entre la cellule et sa
matrice extracellulaire. 1l est probable que les dystrophines interviendraient dans
I'arrangement spatial de ces cellules, en relation avec des composants moléculaires
du cytosquelette, auxquelles elles seraient liees, notamment |'actine. Comme dans
tous les types cellulaires, dans les cellules du systéeme nerveux central, les
dystrophines établissent des liaisons structurales avec I'actine (Bonnet-Kerrache et
al., 1994). Ceci laisse a penser que les dystrophines dans les expansions des
astrocytes du NSO, pourraient étre impliquées dans le changement de leur forme en
réponse aux stimulations physiologiques telle que la déshydratation (Dorbani-
Mamine et al., 1998).

Au niveau des corps cellulaires des NMC du NSO, le marquage semble avoir
une distribution sous-jacente a la membrane plasmique neuronale, présentant un
aspect de bandes discontinu. Ces bandes correspondraient a des zones de contact
avec les prolongements astrocytaires et/ou a des zones post-synaptiques qui
pourraient faire intervenir la dystrophine, respectivement dans la liaison de I'actine
au complexe d’adhésion membranaire et dans le regroupement des récepteurs et/ou
des canaux ioniques pour la neurotransmission. Cet aspect est en corrélation avec
ce qui a été observé dans les autres neurones du systéeme nerveux central des
murins (Lidov et al., 1993), suggérant que les endroits plus denses sont des sites de

connexion post-synaptiques.

[.2- Au niveau du noyau paraventriculaire (NPV)

L'immunomrquage par le DYS2 est accentué au niveau de la paroi du troisieme
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ventricule (3V). La paroi du 3V est formée par les ependymocytes. Le méme
résultat a été observé par Lidov et collaborateurs (1993) dans les cellules
ependymaires des murins.

La zone proche de la paroi du 3V est également fortement marquée. Vers cette
zone, se prolongent les dendrites des neurones magnocellulaires du NPV (Hatton,
1990). Etant donné que, les corps cellulaires du NPV sont riches en connexion
afférentes et les dendrites forment généralement leurs éléments post-synaptiques,
I'existence probable de la dystrophine au niveau dendritique pourrait I' impliquer dans
le phénomene de la neurotransmission, Ceci par son implication dans le

regroupement des récepteurs des neurotransmetteurs et/ou des canaux ioniques.

Dans les corps cellulaires, le marquage au DYS2 délimite la périphérie du
corps cellulaire avec une discontinuité d’'intensité. En effet, les corps cellulaires du
NPV recoivent une riche connexion afférente, avec des neurones GABAergiques,
glutamatergiques et/ou angiotensinergique (Hatton, 1990). Ceci pourrait suggérer,
gue les dystrophines dans les régions ou le marquage est plus intense,
interviendraient dans I'établissement de densités post-synaptiques comme il a été
suggéré pour les neurones du systéme nerveux central des murins (Lidov et al.,
1993).

[.3- Au niveau du lobe nerveux (LN)

[.3.1- Dans les pituicytes

Nos résultats indiquent que 'immunoréactivité des dystrophines est présente
au niveau des régions perivasculaires et dans des endroits isolés du parenchyme
nerveux. A ce niveau de la microscopie, il ne nous est pas permis de distinguer les
éléments du LN. Il semble cependant, que le marquage pourrait étre au niveau
pituicytaire, endothélial ou dans les terminaisons nerveuses ou dans les trois
structures a la fois. En effet, la plus grande population de cellules du LN, est celle
des pituicytes. Ces cellules tendent a former un réseau spongieux a travers la
totalité du lobe. Les espaces restants sont essentiellement occupés par les éléments
nerveux tels que parties distales des axones et les terminaisons nerveuses des

neurones magnocellulaires ainsi que par les cellules endothéliales des capillaires
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fenétrés (Miyata et Hatton, 2002). L’ immunomarquage du GFAP au niveau du LN,

par I'anticorps anti-GFAP (marqueurs des astrocytes notamment les pituicytes), nous

a permis de déduire que la dystrophine est présente dans les pituicytes.
Parallélement, les résultats biochimiques que nous avons obtenus dans les fractions
neurohypophysaires, semblent confirmer les résultats morphologiques. Nos résultats
indiquent la présence de la Dp427 et de la Dp 116 dans la fraction contenant les
pituicytes.

Ces résultats suggerent que la dystrophine 427, pourrait intervenir dans la
plasticité des pituicytes probablement, par interaction avec les molécules d’adhésion
cellulaires. La Dp116, quant a elle, pourrait avoir un réle supplémentaire, d’ancrage
membranaire par l'interaction avec le R-dystroglycane. Cette protéine a été aussi
montré dans les cellules de Schwann suggérant un réle d’ancrage du complexe

dystroglycane membranaire (Saito et al., 1998).

En effet, les pituicytes sont les principaux éléments qui participent au phénomene de
la plasticité du lobe nerveux. Dans les conditions basales, les pituicytes
emprisonnent les terminaisons synaptiques. Dans I'espace perivasculaire, la surface
de la lame basale est largement occupée ne laissant que tres peu d’espace pour la
membrane neuronale. Cet arrangement est modifi€ dans les conditions de
stimulation. Les mécanismes moléculaires qui sont a la base de ces modifications et
de leur réversibilité sont encore peu connus. Il semblerait qu’ils soient médiées par
les molécules d’adhésion cellulaires, telles que la tenacine-C et la PS-CAM
(Polysialated-Cellular-Adhesion-Molecule) (Théodosis et al., 1998).

Par ailleurs, dans le systéme nerveux central (SNC), les protéines d’adhésion
interagissent du c6té interne de la membrane, a la fodrine (qui est I'isoforme de la
spectrine dans le SNC). L'a-actinine, une protéine liant l'actine analogue a la
dystrophine est impliquée dans les adhésions entre cellules dans le tissu musculaire
(Ahn et kunkel, 1993).

D’autre part, Culligan et Ohlendieck (2002) ont essayé d’expliquer le rdle des
dystrophines dans le cerveau. lls ont proposé que les dystrophines au niveau des

cellules gliales, attacheraient I'actine au complexe membranaire de dystroglycanes
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qui lui méme se lie au niveau de la matrice extracellulaire a I'agrine ou a la laminine

guand ces cellules sont en apposition avec la lame basale d’'un endothélium.
1.3.2- Dans les neurosécrétosomes

Ces structures sont issues des terminaisons nerveuses (TN) et des dilatations
subterminales (DsT), pouvant contenir entre autres, les granules de sécrétions. Nous
rappelons que nous avons signalé la présence des Dp427 et 116 au niveau de cette
fraction. Ce résultat est en accord avec les travaux de Dorbani-Mamine et
collaborateurs (1998).

Les membranes des TN et des DsT présentent des zones de contact avec
celles des pituicytes, étant donné que les pituicytes sont impliqués dans la régulation
de sécrétion, ceci indique qu’il existe une synchronisation de mouvement entre ces
structures impliquant les protéines d’adhésion cellulaire (Théodosis et al., 1998). Il
est probable que la Dp 427 lie I'actine aux molécules d’adhésion cellulaire et
contribue, dans la liaison fonctionnelle dynamique entre ces structures. En effet,
dans d’ autres types de neurones, il a été montré, par des techniques de
fractionnement cellulaire que la dystrophine 427 est retrouvée dans les régions

membranaires spécialisées, impliquées dans la plasticité synaptique ( Ziff, 1997).

De plus, Dorbani-Mamine et collaborateurs (1998) suggerent que la Dp427 serait
associée a la membrane plasmique des TN et des DsT par l'intermédiaire du R3-
dystroglycane dont ils ont montré la présence dans cette fraction et la Dp 116 serait
associée entre autres, a la membrane des granules en stock, par I'intermédiaire du
3-dystroglycane qui est orienté du coté cytosolique de leur membrane. Cette
particularité de distribution serait en faveur d'un réle dans le stockage des granules

et dans la relation dynamique qui existe entre les neurones et les cellules gliales.

[.3.3-Dans le surnageant (S)

Cette fraction peut renfermer plusieurs structures membranaires entre autres
des granules neurosécreétoires et des mitochondries. Seul la Dp427 a été mise en

évidence au niveau de cette fraction.

La présence de cette protéine avec les probables granules existants, nous laisse
penser a un probable réle d’ancrage avec les éléments du cytosquelette et/ou avec
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la membrane plasmique synaptosomale. Des études sur les granules
neurohypophysaires isolés sur gradient de densité continu, isoosmolaire ont mis en
évidence les dystrophines de 140, 116 et 71kDa (Dorbani-Mamine et al., 1998) en
leur proposant un rble d’ancrage des granules en stock avec les filaments d’actine. Il
serait cependant possible que dans nos échantillons la faible concentration de ces

protéines n’a pas permit leur détection.

Pour les autres structures membranaires, il a été montré a I'échelle subcellulaire
d’autres neurones, que la dystrophine est détectée au niveau des microsomes, des
vésicules synaptiques et des mitochondries (Jung et al, 1993). A notre
connaissance, les données bibliographiques indiquent que ces structures
membranaires doivent étre nécessairement attachées aux éléments du cytosquelette

ou il semble que la dystrophine soit impliquée dans un rdle d’ancrage.

lI- Distrlbution de la cavéoline-1 dans I'axe hypothalamo-

neurohypophysaire

Les cavéolines ont fait 'objet de plusieurs études dans les différents systémes
cellulaires, comme les cellules musculaires, hépatiques, pulmonaires, adipeuses et
endothéliales. Les résultats que nous avons obtenus par immunohistochimie et par
western-blotting, montrent I'existence des cavéolines au niveau des corps cellulaires

des NMC et dans leurs terminaisons ainsi que dans les pituicytes.

[I.1- Au niveau des noyaux supraoptiques et paraventriculaires
Dans ces noyaux, l'immunomarquage par l'anti-Cavl est retrouvé dans les

corps cellulaires des NMC et au niveau perivasculaire.

Dans les corps cellulaires des NMC, le marquage présente un aspect
granuleux et hétérogéne. Ce marquage est similaire a celui retrouvé dans les cellules
gliales en culture (Cameron et al., 1997).

Nous avons observé dans le corps cellulaire, que ces granulations se répartissent
entre la région perinucléaire et la région membranaire plasmique en se propagant
dans le cytosol, ceci suggere que cette distribution serait en faveur d’'un transport

entre le réticulum endoplasmique et la membrane plasmique notamment du matériel
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de biosynthese et/ou d'un processus de retour vésiculaire puisqu’il s’agit d’'un

systéme neurosécrétoire.

Cameron et collaborateurs (1997) ont essayé d’expliquer par des observations en
microscopie électronique, que les granulations hétérogénes observées dans les
astrocytes, ne seraient que des amas de vésicules ressemblant aux caveolaes et qui
seraient les transporteurs du matériel de biosynthese, a travers le cytoplasme.

Dans les autres cellules, Smart et collaborateurs (1996) expliquent le méme type de
distribution par un réle de la cavéoline dans le transport du cholestérol entre le
réticulum endoplasmique et la membrane plasmique par une voie n'impliquant pas

I'appareil de Golgi.

Le marquage perivasculaire retrouvé dans le NSO et le NPV, pourrait étre
localisé aussi bien dans les pieds astrocytaires que dans les cellules endothéliales.
La cavéoline-1 dans la cellule endothéliale pourrait étre impliquée dans le transport
de certaines substances a travers la barriere hématoencéphalique par phénomene
de transcytose de la face membranaire luminale de la cellule endothéliale qui est au
contact avec le sang, vers la membrane abluminale au contact avec le tissu nerveux.
En effet, la cavéoline-1 a été identifiée dans les cellules endothéliales du cerveau
(Ikezu et al., 1998). Il est suggéré qu'elle interviendrait dans le contrble de la
pénétration de certaines molécules dans le tissu nerveux (Virgintino et al., 2002).
Dans les cellules endothéliales des capillaires des autres tissus tel que le foie, elle
participerait selon Ghitescu et collaborateurs (1992) dans le transport transcellulaire
des substances. Dans les pieds astrocytaires la cavéoline-1, pourrait intervenir dans
la plasticité de ces cellules par l'intermédiaire des molécules d’adhésion que peut

renfermer les cavéolaes.

[I.2- Au niveau du lobe nerveux
Nous rappelons que l'immunoréactivité a l'anti-CAV1 a été observée par
immunohistochimie dans les régions perivasculaires et dans des éléments cellulaires
qui semblent étre des pituicytes. De méme que par western-blotting, nos résultats
montrent I'existence d’'une bande protéique de 22 kDa qui correspond a la cavéoline-
1, dans la fraction enrichie en pituicytes et dans la fraction de surnageant S,

contenant entre autres les granules sécrétoires.
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Etant donné que la caveéoline est le marqueur des caveolaes, et les caveolaes
renferment beaucoup de molécules protéiques entre autres des récepteurs couplés
aux protéines G, il est suggéré que la cavéoline-1, retrouvée dans le lobe nerveux,
pourrait intervenir dans la régulation de la sécrétion des hormones hypophysaires par
son interaction avec le récepteur de I'endothéline type A (ETa-R) identifié dans le
SHN. En effet, des études immunohistochimiques sur le SHN ont montré I'expression
de molécules protéiques appartenant a la classe des récepteurs de neuropeptides
couplés aux protéines G. Parmi ces récepteurs, on retrouve le récepteur a 'ETa-R
(Yamada et Kurokawa, 1998).

D’autres études morphologiques similaires sur des cellules non neuronales,
démontrent la localisation de I' ETAa-R dans les caveolaes et son interaction avec la
cavéoline-1(Okamoto et al., 2000). L’endothéline est un médiateur peptidique
paracrine ; vasoconstricteur. Au niveau du SHN, il est colocalisé avec l'ocytocine
dans les NMC a ocytocine (Burbach et al., 2001). Il joue un réle dans la stimulation
de la libération des hormones neurohypophysaires (Mazaki, 1993). Ce mécanisme

de stimulation est encore mal connu.

[1.2.1- Dans les pituicytes :
Les résultats obtenus par western-blotting , dans la fraction neurohypophysaire
enrichie en pituicytes, indiquent une immunoréactivit¢ de deux protéines de PM

différents dont le premier est de 22kDa et le second de 400 kDa.

La présence de la protéine de 22 kDa correspond a la cavéoline-1, ceci est en
corrélation avec le résultat obtenu en immunohistochimie et avec ceux obtenus par
d'autres travaux. En effet, dans le systeme nerveux, les cavéolines ont été
identifiées, dans les cellules gliales en culture (Cameron et al., 1997) et dans les
cellules de schwann (Mikol et al., 1999).

Comme il a été mentionné plus haut, les pituicytes sont dotées d'une grande
plasticité. En fonction de I'état physiologique, le réarrangement de ces cellules fait
intervenir les molécules d’adhésion cellulaire (Theodosis et al., 1998). La cavéoline-
1 retrouvée dans cette fraction, est un témoin de la présence de cavéolaes. Plusieurs
etudes ont montré que les cavéolaes, isolées a partir de tissus non neuronaux, sont

composeés de lipides et de composants protéiques. Certains sont impliqués dans le
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phénomene de la signalisation cellulaire (Lisanti et al., 1994b) et d’autres font partie
des classes de molécules d’adhésion cellulaires (Furlely et al.,1990; Pimenta et al.,
1995), telles que la NCAM-120 (Neural cell adhesion molecule-120) (Hemperly et al.,
1986) et la F3 (Gennarini et al., 1989). Des caveolaes obtenues a partir de fractions
d’ astrocytes montrent une composition similaire a celle obtenue a partir de tissus
périphériqgues, notamment les molécules d’adhésion cellulaire (Cameron et al.,
1997). Etant donné que la F3 a été identifiée dans la neurohypophyse (Myata et
Hatton, 2002), Il est suggéré par analogie aux astrocytes, que les caveolaes

pourraient participer dans la plasticité des pituicytes par l'intermédiaire des
molécules d’adhésion qu’elles pourraient internaliser. Les cavéolaes pourraient aussi
correspondre aux zones de contact connus comme des contacts de type

“synaptoide” existant entre les pituicytes, les TN et les DsT (Hatton, 1997).

La présence d’'une fraction plus de 400 kDa qui a réagit positivement avec I’
anti- CAV1, nous laisse supposer qu’elle pourrait correspondre au complexe
oligomerique des cavéolines qui ne s'est pas dissocié avec les conditions
d’expérimentation. Ce complexe est connu dans la littérature pour avoir un PM de
350 a 400 kDa (Monier et al., 1995).

[1.2.2- Dans les neurosécrétosomes et le surnageant (S)
Les neurosécrétosomes sont issues des terminaisons nerveuses (TN) et des

dilatations subterminales (DsT), isolés a partir du lobe nerveux hypophysaire.

L’'absence d'une réaction positive de la cavéoline-1 au niveau de la fraction des
neurosécretosomes, ne peut exclure sa présence; ceci pourrait étre dd a une tres
faible concentration de la protéine qui I'a rendu indétectable. On pense gu’étant
donné que cette région du NMC n’est pas statique; il serait probable qu’a un moment
donné elle soit fortement présente et a un autre, faiblement présente et ce en
fonction de la dynamique de la membrane plasmique selon les processus
exocytose/recapture. En effet, la cavéoline une fois attachée a la membrane crée des
invaginations cavéolaires qui finissent par se détacher. Le fait que la cavéoline-1 soit
présente dans les corps cellulaires des NMC ainsi qu'au niveau de la fraction du

surnageant (S) qui contient entre autres des granules sécrétoires, on pense que la
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caveoline-1, interviendrait dans le processus du retour vésiculaire. |l serait
complémentaire pour appuyer cette suggestion, d’étudier la réactivité de la
cavéoline-1 en fonction de différents périodes de déshydratations et de

réhydratations.

Il est connu que le processus de récupération membranaire dans le SHN est
indépendant de la clathrine (Burbach et al., 2001). L'exocytose au niveau des
terminaisons axonales est suivie par I'endocytose compensatoire, permettant le
maintien de la surface membranaire. Les granules recyclés retournent a la zone
Trans du Golgi dans le corps cellulaire (Theodosis, 1982). Les cavéolaes, en plus de
se former apres lintégration des cavéolines aux « lipid rafts », sont impliquées dans
le phénomeéne de trancytose des molécules dans les cellules endothéliales (Ghitescu
et al., 1992), dans I'endocytose de I'albumine dans ces méme cellules (Minshall et
al., 2003) et de certains toxines dans plusieurs systemes cellulaires (Razani et al.,
2002).

llI-Relation des dystrophines/ cavéoline-1 au niveau du lobe nerveux

Dans le gel de 10% qui permet la migration de protéines de haut PM, la liaison
des caveéolaes avec des bandes protéiques de 427 et de 116kDa dans les trois
fractions, coincide avec des bandes protéiques de 427 et 116 kDa identifiées par le

DYS2, dans ces mémes fractions, comme étant la Dp 427 et la Dp116.

Dans le gel de 12%, permettant une meilleure migration des protéines de faible
PM, la bande protéique de 22 kDa, observée dans la fraction des pituicytes, pourrait
étre la cavéoline-1, résultat qui a été obtenu précédemment ou pourrait étre des

caveolines qui seraient attachées a une autre cavéoline.

Dans la fraction des pituicytes et dans celle du surnageant S, les cavéolines
sont liees a une bande protéique de 43 kDa qui pourrait correspondre au R3-
dystrglycane. Par western-blotting, une protéine similaire révélée par I'anticorps anti-
3-dystroglycane (JAF) a été mise en évidence dans la fraction neurohypophysaire
enrichie en pituicytes et dans celle des granules en stock, par les travaux de

Dorbani-Mamine et collaborateurs (1998).
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Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans les autres systemes.
Dans la cellule musculaire cardiaque, des techniques d'immunoprécipitation ont
démontré la co-précipitation de la dystrophine avec la cavéoline-3 contenue dans les
caveolaes. En effet, les cavéolaes du myocyte cardiaque concentrent le pB-
dystroglycane dans leur membrane (Doyle et al.,, 2000). Ces auteurs suggéerent
gu'une subpopulation de dystrophines interagit avec les cavéolaes du myocyte

cardiaque par l'intermédiaire du B-dystroglycane.

Une possible relation fonctionnelle entre la cavéoline et la dystrophine, a été
décrite dans la cellule musculaire, dans le mécanisme de la contraction musculaire.
La dystrophine est concentrée d’'une part dans les jonctions neuromusculaires, avec
les récepteurs d’acétylcholine (Sealock et al., 1991) et d’autre part sur la face interne
des tubules-T. Ces invaginations sont formées par la coalescence de cavéolaes
(Schiaffino et al.,1977) dont le fonctionnement dépend de la CAV-3 (Minetti et al.,
2002). La CAV-3 s’associe a la dystrophine par I'intermédiaire du B-dystroglycane

(Sotgia et al., 2000) qui la relie a la membrane plasmique (Doyle et al., 2000).

Le systeme nerveux central (SNC) reste cependant, un tissu non contractile
mais doté d’'une trés grande plasticité. Cette particularité qui intéresse aussi bien les
neurones que les cellules gliales, fait intervenir les molécules protéiques d’adhésion
cellulaires. Etant donné que les caveolaes renferment les molécules d’adhésion
cellulaires (Razani et al., 2002) et que ces molécules sont en relation avec les
molécules du cytosquelette subcortical comme I'a-actinine, une protéine liant I'actine
analogue a la dystrophine (Ahn et kunkel, 1993), il serait probable que dans la
neurohypophyse, les pituicytes et les terminaisons neurosécrétoires qui sont, en
fonction des stimuli physiologiques, en perpétuel réarrangement (Boersma et
al.,1993), font impliquer des molécules d’adhésions regroupées dans les caveolaes
renfermant essentiellement la cavéoline-1 qui interagiraient avec les dystrophines.
Par analogie a la cellule musculaire, Il serait probable que les dystrophines et la
caveoline-1, participent en complémentarité dans la transduction du signal et/ou la
neurotransmission. En effet, la dystrophine dans la cellule musculaire, comme il a été
mentionné plus haut, est concentrée dans les régions des récepteurs d’acétylcholine
ou elle pourrait jouer un réle dans leur regroupement (Sealock et al., 1991).
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Par ailleurs, la présence des dystrophines dans les zones pré- et post-synaptiques
dans la couche plexiforme externe de la rétine a suggéré a Bordais et collaborateurs
(2004) qu’elle pourrait intervenir dans le dynamisme des canaux ioniques ainsi que
des récepteurs glutamatergiques. D'un autre co6té, les cavéolines concentrent
plusieurs récepteurs entre autres ceux couplés aux protéines-G et que ces
récepteurs se déplacent a I’ intérieur ou a I'extérieur des cavéolaes dans le but d’étre
activés ou désactivés (Razani et al., 2002).

Ces mécanismes font impliquer nécessairement des éléments du cytosquelette
subcorticale; les dystrophines et les protéines qui leurs sont associées pourraient-

elles y jouer un role clé ?

Un récapitulatif est présenté dans la figure 16.
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-

Rbéles éventuels des Rbéles éventuels de la
Dystrophines Cavéoline-1
1-Au niveau de la région pré- et/ou 1-Au niveau du corps cellulaire
post-synaptique neuronale -Transport du matériel de
-Neurotransmission ? : biosynthése ?
-Par regroupement des canaux ioniques -Retour vésiculaire pour la
pré-synaptiques ? Récupération membranaire ?

-Par regroupement des récepteurs des
neurotransmetteurs et organisation des
protéines impliquées dans la transduction
des signaux au niveau post-synaptiques ?

2- Au niveau des podocytes
astrocytaires/ endothélium
-contrdle d’entrée de certaines
molécules a travers la barriére
hemato-encéphalique ?:

-Par trancytose ?

- Maintien et réarrangement des
podocytes sur I’endothélium
vasculaire ?:

-Par l'intermédiaire des molécules
d’adhésion pouvant étre contenues dans
les cavéolaes et qui seraient en
interaction avec la cavéoline-1 ?

2- Au niveau des astrocytes
-Plasticité des astrocytes: Maintien
et réarrangement de leur forme ? :

-Par l'interaction avec les molécules
d’adhésion cellulaire ?

LN

v

Réles éventuels partagés par les Dystrophines et la cavéoline-1

1-Au niveau des pituicytes
-Plasticité des pituicytes : Maintien et réarrangement de leur forme?:

-Emprisonnement des terminaisons neuronales dans les conditions basales et
relation de contact avec la lame basale par I'intermédiaire des molécules d’adhésion
pouvant étre contenues dans les cavéolaes et qui seraient en interaction avec la
cavéoline-1, ces molécules seraient liées a I'actine par les dystrophines ?

-Le contact avec la lame basale par liaison de la dystrophine avec le 3-

dystroglycane et la cavéoline-1 ; contenus dans les cavéolaes I'a-dystroglycane lie le
3-dystroglycane a la laminine ?
-Mouvement des récepteurs a l'intérieur ou a I'extérieur des cavéolaes
pour les activer ou les désactiver par I'interaction de la cavéoline-1 avec
les dystrophines ?
2-Au niveau des neurosécrétosomes / Granules et autres structures
membranaires
-Récupération membranaire par un mécanisme cavéoline-1 /dystrophine
dépendant ?
-Synchronisation de mouvements entre terminaisons et pituicytes ?:

-Par les molécules d’adhésion cellulaire contenues dans les cavéolaes et qui
seraient en interaction avec les dystrophines ?

Figurel6
Récapitulatif des rdles éventuels que pourraient avoir les dystrophines et la

cavéoline-1 au niveau du systhéme hypothalamo-neurohypophysaire



Conclusion

La sécrétion neurohypophysaire, ayant la plus grande tache dans 'homéostasie
hydrominérale, est en grande partie sous la dépendance de I'organisation structurale
et la coordination fonctionnelle des éléments du cytosquelette.

Connaitre I'ensemble de protéines interagissant avec la dystrophine, nous conduit a
mieux comprendre sa fonction dans le systéme hypothalamo-neurohypophysaire
(SHN).

La cavéoline est la protéine marqueur des caveolaes ; ces derniéres sont des
invaginations cavitaires de microdomaines spécifiques et hautement organisés de la
membrane plasmique appelé “radeaux lipidiques”. La dystrophine quant a elle est
une protéine sous-membranaire, constituant le cceur du complexe protéique qui lui
est associé. Notre travail a consisté a mettre en évidence une possible co-
localisation des dystrophines et des cavéolines dans le SHN. Nous avons choisi ce
systéme d’'un c6té, pour sa propriété physiologique neurosécrétoire trés active et
d'un autre, pour son organisation anatomique qui permet un acces facile a ses
composants.

En effet, par immunohistochimie et par ligand-blotting, nous avons trouvé une
existence simultanée de ces deux protéines dans le corps cellulaire des neurones
magnocellulaires ainsi qu'une probable relation entre elles dans la
neurohypophyse aussi bien dans la composante gliale que nerveuse. Dans le corps
cellulaire du NMC, la localisation de la dystrophine est sous-jacente a la membrane
plasmique tandis que celle de la cavéoline est membranaire et cytoplasmique. Dans
les fractions neurohypophysaires, ces deux protéines co-existent dans les pituicytes
et dans la fraction contenant entre autres les granules de sécrétion. La cavéoline-1
aurait tendance a établir des liaisons structurales avec des protéines de faible et de
haut poids moléculaires comme les dystrophines 427, 116 et 71 et dautres
probablement comme le 3-dystroglycane et la cavéoline-1.

A la lumiére des études qui ont été faites sur les dystrophines et les cavéolines
dans le tissus nerveux et par analogie aux autres systémes, il est suggéré que les
deux protéines pourraient participer en coordination, dans le processus de la
plasticité de ce systeme, dans le processus de récupération membranaire apres la

libération du produit de sécrétion neurohypophysaire ainsi que dans le processus de
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transduction du signal entre les afférences des NMC et leurs corps cellulaires et

dendrites.
Il nous semble intéressant de compléter et d’appuyer notre travail par :

Des études immunocytologiques pour la microscopie électronique, a savoir
I'étude de la co-localisation de la dystrophine et de la cavéoline par des particules

d’or colloidal de différentes tailles.

Il serait encore intéressant d’étudier la relation de la dystrophine et de la

caveoline par la technique d'immunoprécipitation.

D’étudier la co-distribution des dystrophines, de la cavéoline avec le -

dystroglycane.

D’étudier la relation de la cavéoline et la dystrophine avec les molécules
d’adhésion par ligand-blotting, par immunoprécipitation et par immunocytochimie
dans le but de pouvoir démontrer I'implication de la cavéoline et la dystrophine dans
le processus de la plasticité cellulaire du lobe nerveux. D’étudier aussi cette relation
avec les récepteurs des neurotransmetteurs au niveau des corps cellulaires des
NMC par immunohistochimie et immunocytochimie pour démontrer la contribution de
la cavéoline et la dystrophine dans les processus de la neurotransmission et la

transduction du signal.

Des études morphologiques et biochimiques de la co-localisation de ces
protéines chez des animaux mutants et transgeniques, tels que les souris mdx
(n’exprimant pas la dystrophine) et ceux dépourvus de cavéoline-1(cavéoline-1-
Deficient Mice) pourraient éclaircir mieux, le rdle commun de ces protéines dans le
SHN.
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I-immuno-histochimie

1.Fixation

Solution de formaldéhyde a 8% a partir du paraformaldéhyde :

Mettre 8 g de paraformaldéhyde en suspension dans 100 ml d’eau.

Sous hotte chauffer la suspension sur un agitateur magnétique chauffant .

Lorsque la suspension frémit aux alentours de 80°C, ajouter quelques gouttes de la
solution alcaline de NaOH (1N).

Refroidir rapidement dans la glace.

Utilisation rapide ou conservation a +4°C.

Solution tamponnée de formaldéhyde a 4% :
Mélanger :

1 volume Formaldéhyde a 8%
1 volume Tampon Phosphate 0.2 M

Composition des solutions tampons (Tp)

Tp PBS (10X) Tp P (0.2 M), pH 7.4
18g NaCl 14.5 g Na,HPO4, 12 H,0
94 g Na,HPO4, 12 H,0 1.32 g NaH,PO,, 1 H,O

0.692 g NaH2P04, 1 HQO

g.s.p 200 ml HO distillée g.s.p 250 ml HyO distillée

P : Phosphate
PBS: Phosphate buffered saline
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2. Préparation des lames gélatinées

Composition du mélange gélatine /alun de chrome
1.25¢ Gélatine

0.125g Alun de chrome
g.s.p 250 ml H,O distillée

le mélange est chauffé a une température inférieure a 45°C

filtrer le mélange

le laisser refroidir

tremper des lames dans la solution
mettre a sécher a température ambiante
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3.Immunoenzymologie

1l.principe voir (figure 14)

2.Protocole

Lavage des coupes avec le PBS sous agitation 3 fois 10 minutes

Perméabilisation avec le Triton* X- 100 ,0.5% pendant 1 heure a une température
de 20 a 25°C sous agitation

Lavage avec le PBS sous agitation 3 fois 10 minutes

Démasquage enzymatique si nécessaire avec une protéinase

Incubation avec le sérum (5% dans le PBS V/V) pour blocage des sites non
specifiques pendant 1 heure a une température de 20 a 25°C

Lavage 3 fois 10 minutes avec le PBS sous agitation

Incubation avec I'hydrogéne peroxyde (H202) a 0.3% pour blocage de la peroxydase
endogéne pendant 30 minutes a une température de 20 a 25°C

Lavage 3 fois 10 minutes avec le PBS sous agitation

Incubation avec I'anticorps primaire une nuit (ou 15 heures) sous agitation a une
température de 20 a 25°C

Lavage3d fois 10 minutes avec le PBS sous agitation

Incubation avec I'anticorps secondaire biotinylé pendant 1 heure a une température
de 20 a 25°C

Lavage avec le PBS sous agitation 3 fois 10 minutes

Incubation a I'obscurité avec le complexe streptavidine-peroxydase pendant 1 heure
a une température de 20 a 25°C

Lavage avec le PBS sous agitation 3 fois 10 minutes

Incubation a I'obscurité avec le DAB=x ( voir composition ci- dessous ) pendant 10-
30 minutes

Lavage avec l'eau distillée sous agitation 3 a 4 fois 10 minutes

Une réaction positive se révéle par une coloration marron

*|so-octyl phénoxy polyéthoxy éthanol
**Diamino-benzidine-tetrachloride

.Solution de DAB :

préparer une solution de 1% de DAB

une fraction de 1ml de la solution est reconstituée pour étre utilisée avec
9 mldetris0.05M, pH 7.6

les autres fractions sont aliquotées et conservées a —20°C.
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Il — Technigue «Western-blotting »

1. Principe

Le western blot est une technique qualitative permettant de détecter des
antigénes dans des milieux complexes.

Cette technique associe 3 grandes étapes :

1.Séparation des protéines en fonction de leurs poids moléculaires par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE) en présence de SDS et de B -
mercaptoéthanol .

2. Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose ou de nylon PVDF
(polyvinylidene difluoride).

3.Révélation immunologique par des Ac marqués par une enzyme (voir
principe d'immunoenzymologie.

2. Préparation des fractions

Milieu pour récupération des tissus (Tp MOPS)
20 mM  MOPS*
0.1mM EDTA+*, pH6.8 ajusté avec le KOH 1N
150mM NaCl

* Acide morpholino-4 propanesulfonique (C;H:sNO4S), M : 209.26 g.mol™
** Acide éthyleénediaminetétraacétique (C1oH16N20s), M :292.25 g.mol'1

Préparation du Tp MOPS/ inhibiteur de protéase (IP)

Solution IP

Composition :Phenylmethyle-sulfonyle (ImM), inhibiteur soybean
trypsine (10 nM), Trasylol (aprotinine; inhibiteur 160 kallikreine U/ml),
pepstatine (1.5 uM), chloroquine (0.1 mM).

Faire fondre une pastille dans 500 pl d’eau distillée.

Solution MOPS/IP

Mélanger 5ul de la solution d’IP dans 500ul de Tp MOPS
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Composition du tampon Laemmli (1x )

Composants [ ] finale
Tris*-HCI 62.5 mM, PH 6.8
SDSx** 2%

Glycérol 25%

Bleu de

bromophenol 0.01%

#Tris-(hydroxyméthyl) aminométhane (C4H{;NO3 ), M : 121.14 g.mol™
*+Sodium Dodécyle sulfate (C1,H25sNa0,4S), M: 288.38 g.mol'1

3. Dosage des protéines

3.1.Principe
D’aprés la technique de Bradford (1976)

Les protéines en présence du réactif de Bradford forment un complexe coloré qui a
la propriété d’absorber la lumiére a une longueur d’'onde de 595nm.
L’intensité de la coloration est proportionnelle avec la concentration des protéines.

3.2.Composition du réactif de Bradford

50 mg Bleu de Coomassie G250
25 mi Ethanol 95%
50 ml Acide orthophosphorique 85%

g.s.p 500 ml ( a compléter avec H,O distillée)

Remarque
bien agiter le mélange , filtrer, conserver a 'obscurité a +4°C.

A ajouter juste avant lecture au spectrophotomeétre, aprés 10 minutes d’ incubation.
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3.3. Préparation de la gamme étalon

Préparation d’'une gamme de solutions protéiques de concentration connues a partir

d’une solution de BSA (Bovine Sérum Albumine) a raison de 0.1 %.

Tubes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BSA(ul)
0 5 10 20 30 40 50 60 70 80
PBS(ul)
100 95 90 80 70 60 50 40 30 20
BSA(ug)
0 0.05 0.1 0.2 | 0.3 0.4 0.5 06 | 0.7 0.8
Rf. de 3ml
Bradford
V BSA+V PBS= 100 pl
3.4.Préparation des échantillons pour le dosage
Echantillons P1 P2 S
(W) 5 10 5 10 5 10
PBS(W) 95 90 95 90 95 0
Rf. de Bradford 3 mi
V échantillon+V PBS= 100 pl
P1 : fraction enrichie en pituicytes
P2 : fraction enrichie en neurosécrétosomes
S : fraction contenant entre autres des granules de sécrétion
.5.Courbe standard A=f(C) = A=elC = ¢€l=AIC
A : Densité optique (DO) unité de DO (UDO)
¢ : coefficient d’extinction moléculaire
| : trajet optique (cm) -
C : Concentration (ug. i) 0.8 - y = 0.8798x
07 07
D’aprés la courbe : € | = 0.879 g"g:
[P4]1=A (P4)/ 0.879 =[P4] = 0.506 pg/ul Q 04 |
[P2] = A (P2)/ 0.879 =[P2] =0.230 pg/ul 03 |
[S]=A(S) 0.879 =[S]=0.398 ug/ul 0.2
0,1
Les trois fractions sont multipliées par I'inverse 0 o 0‘2 0‘4 0‘6 0‘8 1
de la dilution (x 10) pour avoir la concentra- ’ [’BSA] /’| ’
Mg/u

tion des échantillons bruts.
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3.Migration des protéines

Composition et quantités pour minigels de SDS-poplyacrylamide

Gel de séparation

Composants Volume pour différents % d’acrylamide
8% 10% 12%

Tampon.1 (4X) 2.5 ml 2.5ml 2.5ml
Eau distillée 5.4 ml 4.9ml 4.4 ml
Solution d’acrylamide,40% 2.0 ml 2.5ml 3.0 ml
Glycérol 1 ml 1 ml 1 ml
APS*,10% 50.0pl 50.0pl 50.0pul
TEMED#*x* 5.0 pl 5.0 pl 5.0 pl

Gel de concentration

Composants Volume
Tampon.2 (4X) 25 ml
Eau distillée 6.6 ml
Solution d’acrylamide,40% 0.8 ml
APS*,10% 100 pl
TEMED#*x* 10 ul

Composition des solutions

Solution d’acrylamide,40% 38.99g acrylamide, 1.1g bisacrylamide dans100ml eau distillé
Tampon-1(4X) 1.5M Tris-HCI, pH 8.8, 0.4% SDS
Tampon-2 (4X) 0.5M Tris-HCI, pH 6.8, 0.4% SDS

Tampon de migration (10X) 25mM Tris base, 192mM glycine, 0.1% SDS, PH ajusté a 8.3

* ammonium persulfate

¥ N,N,N,” N’-tetramethylethylénediamine
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Milieux pour coloration et décoloration de gels

Coloration Décoloration

Méthanol, 50% (v / v)
Acide acétique, 10% (v / v)
Composants Bleu de Coomassie R-250,
0.25% (p /v)

Méthanol, 10% (v / v)
Acide acétique, 5% (v / v)

Température 50°C 50°C
Durée . Jusqu’a décoloration du fond
30 min
Remarque :

.Pour la coloration, le bleu de Coomassie est mélangé en premier lieu avec le
méthanol pendant 5 min, en second lieu I'eau et I'acide acétique sont ajoutés
graduellement a la solution sous agitation .

.La décoloration du fond fait apparaitre les bandes protéiques colorées au bleu de
Coomassie

Milieu pour séchage de gels
25% Méthanol
10% Isopropanol

2%  Glycérol

Protocole

Le gel est incubé pendant une nuit dans le milieu de séchage sous agitation
Rincer le gel rapidement avec de I'eau distillée

Placer une plaque de verre siliconisée

Etendre une feuille de cellophane humectée avec de I'eau distillée bien a plat sur
la plaque de verre

Eliminer les bulles d'air entre la plaque et le gel

Déposer sur le gel une feuille de cellophane plus grande que la plaque de verre
Etirer et replier la feuille de cellulose sous la plaque de verre et attacher en place
avec des pinces métalliques

La feuille de cellulose doit étre le plus tendu possible et on doit éviter la présence
de bulles d'air

Laisser sécher une nuit sous la hotte aspirante.
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4 Transfert des protéines

1 Giillage
cathode (-)

Papier filtre de Whatman

v Gel

Membrane de nitrocellulose

Papier filtre de Whatman
I ponge

schéma du montage (sandwich ) du gel avec la membrane de nitrocellulose
dans I'appareil de transfert

Remarque

Les protéines sur le gel, ayant toutes une charge négative se dirigeront vers
'anode(+) et se trouveront par conséquent, sur la membrane de nitrocellulose grace
a son effet buvard. La fleche indique le sens du transfert.

Tampon (10X) pour transfert de protéines
25mM  Tris base*, pH 8.3
192mM glycine

0.1% SDS
20% Méthanol (v / v)

*N-[Tris(hydroxyméthyl)méthyl] glycine (tricine) (CeH1sNOs ), M : 176.17 g.mol”

Milieux pour coloration et décoloration des membranes de nitrocellulose

Coloration Décoloration : Tp PBS-T
0.5% Rouge ponceau 10 mM phosphate de sodium
20%  Méthanol (v/v) 154 mM NacCl
1% Acide acétique (v / V) 0.1% Tween*-20

*Polyethylene-sorbitan monolaurate
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Remarque

.La mise en évidence des protéines est obtenue apres coloration de la membrane
pendant 15 min puis sa décoloration avec de I'eau distillée. S’il y’a eu le transfert les
protéines s’observe colorées en rouge.

.les bandes protéiques sont par la suite décolorées par des lavages avec le tampon
PBS-T.

Il — Technigue « Ligand- blotting »

1.Principe

C’est une technique qui permet la mise en évidence d’interactions pouvant exister
entre deux protéines. L’'une des protéines est fixée sur un support solide (membrane
de nitrocellulose) et l'autre constitue le ligand, linteraction peut étre mise en
évidence par immunodétection avec des anticorps dirigés contre les ligands.

2.Protocole

Echantillon suspendu dans du tampon laemmli
Electrophorése SDS-PAGE
Transfert sur membrane de nitrocellulose
Incubation dans du lait / BSA (3% /1% ) dans le PBS-T pendant 15 heures
(ou une nuit) a +4°C.
Lavage 1fois par le PBS-T
Incubation de la membrane pendant 10 min dans le tampon o
verlay (voir composition ci- dessous)
Mettre le ligand dilué dans le tampon Overlay a une concentration finale de 40 ug/ml
pendant 15 heures a +4°C
Lavage 3 fois 10 min par le PBS-T
Sécher la membrane de nitrocellulose avec du papier filtre Whatman (cette étape
sert pour stabiliser la liaison du ligand)
Réhydratation de la membrane par le PBS-T 1% BSA
Incubation avec I'anticorps dirigé contre le ligand
Lavage 3 fois 10 min par le PBS-T
Incubation avec I'anticorps secondaire biotinylé 1 heure a température ambiante
Incubation avec le complexe streptavidine-peroxydase 1 heure a température
ambiante

Révélation au DAB
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Composition du tampon Overlay

Composants M (] finale
;'EF;_EOS* 238.30 gmol’| 25 mM
EDTA 292.25 g.mol 0.5 mM
EGTA#x 380 g.mol’ 5 mM
Glycerol 92.10 g.mol 0.9 M
Tween-20 0.1 %
NaNg#* 65.01 g.mol” 1 mM
BSA 3 %

MgSO4,7H20 | 246.47 g.mol” 4 mM

*Acide 2-[4(2-Hydroxyetyl)-1-Pipérazinyl] Ethanesulfonique
++Ethyléneglycol-bis-(beta-aminoéthylester)N,N’-tétraacétique

xxxSodium Azide



Liste des produits utilisés

- Acide acétique

- Acide orthophosphorique

- Agar-agar

- Acide chloridrique (HCI)

- Acide morpholino-4 propanesulfonique (MOPS)

- Acrylamide

- 3-Amine 9- éthyle carbazole (AEC)

- Ammonium persulfate (APS)

- Alun de chrome

- Bisacrylamide

- Bovine serum albumine (BSA)

- Bleu de bromophenol

- Bleu de Coomassie G250

- Bleu de Coomassie R250

- B-mércaptoethanol

- Chlorure de sodium (NacCl)

- Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)

- EDTA (Acide éthylenediaminetétraacétique)

- EGTA (Ethyléneglycol-bis-[beta-aminoéthylester]N,N’-tétraacétique)
- Ethanol

- Gélatine

- Glycérol

- Glycine

- Hepes (Acide 2-[4(2-Hydroxyetyl)-1-Pipérazinyl] Ethanesulfonique)
- Hydrogene peroxyde (H205)

- Isopropanol

- Lait écrémé

- Magnésium sulfate (MgSQOj,)

- méthanol

- Paraformaldehyde

- Phosphate disodique 12 fois hydratée (Na,HPO,, 12 H,0)
- Phosphate monosodique 1 fois hydratée (NaH,PO,, 1 H,0)
- Rouge Ponceau

- SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)

- Sodium Azide (NaN 3)

- Sodium hydroxyde (NaOH)

- Super-glue

- Temed (N,N,N,'N’-tetramethylethylénediamine)

- Thimérosal

- Triton X — 100 (Iso-octyl phénoxy polyéthoxy ethanol)
- Tris-(hydroxyméthyl) aminométhane (Tris)

- Tris-base (N-[Tris (hydroxyméthyl) méthyl] glycine

- Tween (Polyethylene-sorbitan monolaurate)

- Uréthane

- Xylol
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