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AVANT-PROPOS



L’hypothalamus joue un réle primordial dans les fonctions végétatives et endocrines
de I’organisme, ainsi que dans le controle de divers comportements tels les comportements
émotionnels. Il intervient dans le maintien de I’homéostasie hormonale et dans les réponses
adaptatives du systéme endocrine face aux situations stressantes de tous ordres.

Sous I’effet d’un stress, I’hypothalamus est stimul¢ au niveau du noyau
paraventriculaire (NPV) hypothalamique dont les neurones  disposent de propriétés
neurosécrétoires essentiellement peptidiques. Les neuropeptides sécrétés sont déversés dans le
sang porte hypothalamo-hypophyaire pour engendrer la sécrétion de stimulines par les
cellules glandulaires de 1’adénohypophyse.

Le NPV, composé de neurones magno- et parvicellulaires, médie la réponse
neuroendocrinienne au stress principalement via les neurones effecteurs parvicellulaires situés
dans la région périventriculaire. Ils sont considérés comme le chef d’orchestre de la réponse
neuroendocrinienne au stress ; les efférences de ces neurones sont apposées aux vaisseaux
portes de 1’éminence médiane pour y déverser leur contenu a destination du lobe antérieur de
I’hypophyse. Le principal facteur hypophysiotrope déversé dans le sang porte pour stimuler
I’antéhypophyse afin de libérer la corticotropine (ACTH) dans la circulation générale est un
peptide qui a été séquencé par Vale et al. (1981), la corticotropin-releasing factor (CRF)
actuellement nommée la corticotropin-releasing hormone (CRH).

L’ACTH agit a son tour sur les cellules de la cortico-surrénale qui libérent les
glucocorticoides (cortisol ou corticostérone). L hyperactivation du systéme corticotrope a
pour but principal la mobilisation énergétique pour assurer 1’effort adaptatif. Les
glucocorticoides peuvent aussi contrdler la réaction inflammatoire et la réponse immunitaire.
En fait, Les glucocorticoides viennent relayer et amplifier principalement au niveau
énergétique 1’action des catécholamines qui sont responsables de la plupart des réponses
immédiates a I’agression (tachycardie, augmentation de la pression artérielle, redistribution du
sang des territoires viscéraux vers les muscles et le cerveau, augmentation du diamétre
pupillaire, broncho-dilatation, accroissement de la thermogenése, hyperglycémie), en
favorisant la production de sucres a partir de sources non glucidiques. Cette énergie est
principalement orientée vers les organes qui interviennent dans I’effort adaptatif (tissu
cérébral et muscles).

Les neurones a CRH sont bien connus pour leur formidable plasticité sécrétoire. Ces
neurones sont capables de moduler en fonction des circonstances physiologiques ou
pathologiques 1’expression d’autres neuropeptides dits accessoires comme la vasopressine

(AVP), la cholécystokinine (CCK), l’ocytocine (OXY) et la neurotensine (NT). Ces



neuropeptides peuvent étre exprimés dans les neurones a CRH dans des situations de stress
chronique ou aigu et accompagnent la CRH dans son action sur 1’antéhypophyse pour
potentialiser ses effets sur la sécrétion d’ACTH hypophysaire dans des situations de forte
sollicitation de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Ainsi, en étudiant 1I’expression de
ces neuropeptides, il nous est possible d’avoir une vue d’ensemble du comportement de ces
neurones parvicellulaires qui sont doués d’une grande plasticité sécrétoire pouvant Etre
régulée par le type de stresseur et peut-étre aussi en fonction de 1’espéce. C’est ce concept de
plasticité des systemes neuroendocrines hypothalamiques liée au stress environnemental que
nous évaluons sur un mode¢le animal trés intéressant pour ce genre d’études, la gerboise en
captivité. Il s’agit en effet d’un animal fortement exposé a des conditions environnementales

contraignantes sources de divers types de stress pour 1’animal.



INTRODUCTION



Le terme STRESS vient du latin « stringere » qui signifie tendre ou raidir. A la notion
historique de stress s’attachent deux noms, ceux de Hans SELYE et de Walter CANNON. En
1935, Walter CANNON précise le fonctionnement du systéme sympathique et de la
médullosurrénale dans la sollicitation des composés €nergétiques pour se préparer a 1’action.
En 1936, Hans SELYE caractérise la réaction d’alarme qui permet a 1I’organisme de s’adapter
a de nouvelles conditions permettant de maintenir I’homéostasie du milieu intérieur, c’est le
syndrome général d’adaptation (SGA). SELYE remarque également que chaque individu
réagit de manicre différente, ce qui met I’accent sur les différences interindividuelles. Les
mécanismes neurophysiologiques mis en jeu au cours du stress sont nombreux, non
spécifiques et font intervenir des composantes nerveuses, endocriniennes et immunologiques.

Les mécanismes d’adaptation au stress mettent en jeu deux systémes
neuroendocriniens couplés, mais relativement autonomes : I’axe catécholaminergique et ’axe
corticotrope (Figure 1, page 31). Il s’agit d’un réseau complexe d’interactions entre le
systtme d’alarme (essentiellement nerveux) et le systéme de défense (essentiellement
hormonal). Ainsi, au cours des situations de stress, il y a une activation conjuguée des
systeémes catécholaminergiques central et périphérique et de I’axe hypothalamo-hypophyso-
corticosurrénalien. La structure et le fonctionnement de ces deux systémes sont bien
différents. Le premier systéme, le systéme autonome sympathique dont un des organes cibles
est la glande médullosurrénale qui libére la noradrénaline (NA) et I’adrénaline (A) dans la
circulation sanguine. Le second, plutdt neuroendocrinien, recrute séquentiellement les
neurones a corticolibérine (CRH) du noyau paraventriculaire (NPV) de I’hypothalamus, les
cellules corticotropes de 1’adénohypophyse et les cellules corticosurrénaliennes, et permet
ainsi une augmentation des niveaux de glucocorticoides circulants. Le cortisol est I’hormone
principale chez ’homme, les bovins et les ovins, le chien, le porc, des mammiféres hibernants
alors que la corticostérone domine chez les volailles, le lapin et les rongeurs de laboratoire
(Girod., 1980; Saboureau et al., 1980; Shivatcheva et al., 1988).

Ces deux grands systétmes neuroendocriniens ne sont pas uniquement cablés de
manicre parall¢le, mais interagissent a tous niveaux. A la suite d’une agression, 1’ensemble
des facteurs nerveux et hormonaux qui participent au syndrome général d’adaptation va
enclencher une réponse coordonnée des cellules médullo et cortico-surrénaliennes pour
permettre a I’organisme de s’adapter aux conditions crées par un environnement hostile.

Le stress d’immobilisation appartient a une catégorie des stress neurogéniques (Allen

et al., 1973) qui provoquent une mobilisation bien soutenue de 1'axe hypothalamo-



hypophyso-surrénalien (HHS). Ces stress sont caractérisés par 1’intégration et la prise en
compte de 1'ensemble des modalités sensorielles avant d'initier la réponse et aucun d'entre
eux ne présente une menace directe pour le maintien de 'homéostasie. Par contre, les stress
systemiques dont la surrénalectomie, 1’hémorragie, 1’hyperosmolarit¢ chronique, la
stimulation du systéme immunitaire et 1’é¢ther, provoquent aussi une mobilisation de l'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien en activant directement le NPV par un recrutement
spécifique des afférences viscérales et présentent une menace directe pour 'homéostasie.

La réponse au stress dépend directement de I’intensité et de la nature de I’agent
stressant ainsi que de la capacit¢ de controle qu’a 1’animal sur lui. Le stress manuel aigu
d’immobilisation par force représente un moyen efficace pour déclenchez 1’activation de I’axe
HHS initi¢e tout d’abord au niveau des neurones paraventriculaires de 1’hypothalamus et qui
se traduit par une augmentation de la synthese et de la libération de la CRH. Le résultat de
cette activation est une augmentation de L’ACTH et par la suite de la corticostérone (Wong
et al., 2000). Contrairement au stress aigu d’immobilisation, le stress chronique
d’immobilisation peut provoquer une perturbation de différents rythmes circadiens liée a une
hypersécrétion journaliere de la mélatonine (Rodrigues et al., 2000). Au fait, les données
obtenues sur I’effet de cette forme de stress divergent selon les auteurs. En effet, elles ont
montré soit une augmentation, soit une stabilisation ou encore une diminution de I’expression

d’ARNm de la CRH dans le NPV (Bonaz et al., 1998; Xin-Ming et al., 1997).

I. Le noyau paraventriculaire hypothalamique : composante majeure

de ’axe neuroendocrinien corticotrope

L’axe corticotrope constitue un des deux systémes neuroendocriniens mis en route par
les mécanismes d’adaptation au stress. Il semble destiné en premier lieu a supprimer ou a
atténuer les effets du stress aigu, une fois que 1’individu a trouvé la bonne réponse adaptative.
I a été, depuis H. Selye (1936), au centre des études neuroendocriniennes du stress. La mise
en route de 1'axe corticotrope semble destinée en premier lieu a supprimer ou a atténuer les
effets du stress aigu, notamment ceux induits par les catécholamines, une fois que l'individu a
trouvé la bonne réponse adaptative. Cette mise en route de 1'axe corticotrope serait corrélée a
la mise en route de mécanismes cognitivo-affectifs permettant de contrdler la situation.

Le systéme hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien ou axe corticotrope a une

organisation typique des grands systemes neuroendocriniens. Une glande endocrine
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périphérique, la glande corticosurrénale, sécréte les hormones glucocorticoides responsables
de la plupart des effets physiologiques de I’activation du systéme, sous le controle d’une
hormone hypophysaire, la corticotropine ou ACTH (Adrenocorticotropin Hormone), elle-
méme sous la dépendance d’un noyau hypothalamique (le NPV) dont ’activité est régulée
par les centres nerveux supérieurs.

Le NPV est en effet un noyau important dans la médiation des réponses au
stress. Sur le plan anatomique, il peut étre grossiérement subdivisé en deux
principales portions caractérisées selon la taille des cellules, il s'agit des parties
magnocellulaire et parvicellulaire (Gurdjian., 1927; Krieg., 1932 ; Armstrong et al.,
1980; Swanson et Kuypers, 1980). Avec le développement des techniques
d'immunohistochimie et de marquage rétrograde, la compartimentation du NPV a été
davantage raffinée en fonction de I'hétérogénéité des neurones au niveau de leur
contenu neurochimique, de leur morphologie et leurs projections afférentes et
efférentes (Armstrong et al., 1980; Swanson et Kuypers., 1980; Rho et Swanson.,
1989) suggérant ainsi 1'existence d'une communication intercellulaire (Van Den Pol., 1982).
En conséquence, les réponses du NPV a des stimuli particuliers requiérent une activité
neuronale intégrée qui doit €tre, vraisemblablement, coordonnée entre et a l'intérieur des
populations neuronales qui le constituent. Aussi, le NPV ne doit pas étre défini comme une
entité neuroanatomique fonctionnelle a unique vocation hypophysiotrope mais plutét comme
une structure hétérogene impliquée dans des processus physiologiques vari€s. Sa complexité
biologique se refléte dans I'extraordinaire variété morphofonctionnelle des types cellulaires
qui le constituent. La complexité de 1'organisation neuroanatomique du NPVse reflete
aussi au niveau des fonctions que ce noyau exerce. Ainsi, le NPV assure
principalement le controle de deux fonctions neuroendocrinienne et végétative.

La vocation hypophysiotrope du NPV est liée a [’activit¢ de ses neurones
parvicellulaires. Leurs neurosécrétions déversées dans le sang porte hypophysaire influence la
libération d'hormones par les cellules glandulaires du lobe antérieur de 1'hypophyse. L'identité
neurochimique de cette population neuronale est souvent associée a deux neuropeptides
principaux, la CRH et la Thyrotropin-Releasing-Hormone. La CRH a ét¢ identifiée comme
¢tant le candidat hypophysiotrope principal commandant la réponse hypophyso-surrénalienne
au stress. Les neurones parvicellulaires a CRH se projettent dans la zone externe de
I'¢éminence médiane pour former le systéme hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Wiegand et
Priee., 1980; Lechan et al., 1982; Antoni et al., 1983; Swanson et al., 1983) et jouent un role

majeur dans la sécrétion hormonale d'ACTH par le lobe antérieur de I'hypophyse (Antoni.,
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1986) qui elle-méme est responsable en périphérie de la libération des glucocorticoides par la
surrénale.

Ces neurones endocrines parvicellulaires présentent une arborisation dendritique
semblable a celle des neurones magnocellulaires avec des interacations dendritiques
importantes entre ces deux populations (Van den Pol., 1982). Des techniques
immunohistochimiques au niveau ultrastructural (Liposits et al., 1983-1985) ont montré que
les neurones a CRH sont principalement localisés dans la région dorsale de la partie médiane
parvicellulaire et présentent des épines somatiques et dendritiques ou des contacts synaptiques
de fibres afférentes peuvent s'effectuer. De plus, les axones magnocellulaires passent dans la
région parvicellulaire et pourraient aussi établir des contacts synaptiques avec les neurones a
CRH (Léranth et al., 1983).

Cette population neuronale parvicellulaire a aussi ¢été identifiée sur le plan
neurochimique par la présence de deux principaux neuropeptides, la CRH et la T'RH qui
définissent a eux deux les deux grandes populations parvicellulaires neuroendocriniennes du
NPV (Antoni et al., 1983; Brownstein et al., 1982; Kawano et al., 1991). A ces deux
populations neuronales s'ajoute un grand nombre de neurones a somatostatine qui se projettent
sur 1'éminence médiane externe (Kawano et Shigeo., 1988) et de neurones dopaminergiques,
(Swanson et al., 1981; Kawano et Daikoku., 1987) lesquels se projettent respectivement sur le
lobe intermédiaire et le lobe postérieur de I'hypophyse (Goudreau et al., 1995). Ces deux
derniéres populations neuronales périventriculaires sont proches du troisiéme ventricule
(Swanson et al., 1986; Kiss et al., 1991). Malgré la présence d’une distinction plutot stricte
entre ces différentes populations, les neurones endocrines du NPV (toutes populations
confondues) établissent des liens fonctionnels étroits par des contacts synaptiques réciproques
formant un réseau complexe capable d'intégrer les diverses activités neuroendocriniennes. Ces
connexions synaptiques ont ¢t¢ mises en évidence entre les neurones a CRH parvicellulaires
et les neurones @ TRH et somatostatine, et entre les neurones a ocytocine magnocellulaires et
les neurones a somatostatine parvicellulaires (Hisano et al., 1992-1993-1995).

Par le peptide spécifique qui la caractérise, chaque population parvicellulaire semble
pouvoir €tre individualisée sur le plan fonctionnel. Cependant, le phénotype chimique de ces
neurones neurosécrétoires n'est pas immuable et peut évoluer selon les circonstances (Kiss et
Palkovitz., 1984; Swanson et al., 1986). A cet égard, les neurones 8 CRH reflétent bien cette
formidable capacité qu'ont les neurones en général a exprimer une variété importante d'autres
neuropeptides dont I'expression dépend des conditions expérimentales. En conséquence, la

cartographie biochimique de ces différentes populations neuronales parvicellulaires devra
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toujours étre établie en tenant compte de 1'état physiologique de 1'animal et éventuellement du

sexe ou de I’espece.

II. Controéle nerveux de I'axe corticotrope

Il existe des mécanismes hormonaux et aussi neuronaux qui permettent d'éviter tout
débordement de la réponse hypothalamique, et de maintenir le taux de corticostérone

plasmatique dans des limites tolérables pour l'organisme.

1. Les circuits impliqués dans l'activation

Selon les données anatomiques et pharmacologiques, il ne fait aucun doute que le
systeme catécholaminergique du tronc cérébral participe au controle de l'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien. En fait un stress aigu est capable d'induire une expression de la
proté¢ine Fos, en tant que marqueur de [Iactivité neuronale, dans les neurones
catécholaminergiques du tronc cérébral et aussi du NPV ce qui suggére l'existence d'une
relation fonctionnelle entre ces différents territoires (Chan et al., 1993; Cullinan., 1995). De
plus, certaines études ont montré I'existence d'un réle des neurones catécholaminergiques
dans l'activité sécrétoire de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien aprés une hémorragie,
ou une stimulation du systéme immunitaire (Plotsky et al., 1989; Ericsson et al., 1994). Ainsi,
apres une stimulation du systéme immunitaire, la 1ésion des voies catécholaminergiques
entraine la disparition de I’activité Fos dans le NPV. Cependant, aprés un choc électrique,
l'expression de la protéine Fos dans le NPV ne semble pas inhibée par la section des voies
catécholaminergiques (Li et al., 1996), ce qui suggere l'utilisation d'un circuit neuronal
alternatif pour ce stresseur. Les circuits neuronaux impliqués dans la réponse au stress
semblent donc spécifiques de la nature du stresseur.

Les voies excitatrices peuvent aussi faire participer les structures limbiques. Ainsi les
Iésions de 1'amygdale provoquent une diminution de l'activité de l'axe corticotrope suite a une
surrénalectomie bilatérale (Allen et Allen., 1975). De plus, des stimulations ¢électriques de
cette structure se traduisent par une libération de corticostérone (Dunn et Whitener., 1986). La
Iésion de l'amygdale se traduit par une chute de la réponse corticotrope a une stimulation
phobique alors que la méme 1€sion apres un stress a I'éther est sans effet (Feldman., 1994).

Ce résultat suggere encore une spécificité des voies neuronales en fonction de la nature du
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stresseur.

Le noyau du lit de la strie terminale est une structure située a l'interface entre le
systeme limbique et le NPV. Les Iésions du noyau du lit de la strie terminale se traduisent
par une diminution de l'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien induite par la
peur (Gray., 1993), tandis qu'une stimulation provoque une libération de corticostérone
(Dunn., 1987). Cette structure est considérée comme un relais de l'information limbique a
destination du NPV (Moga et al., 1989).

L'activation de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien peut concerner aussi le
locus coeruleus (noradrénergique) et le noyau du raphé dorsal (sérotoninergique). Ces deux
structures sont fortement impliquées dans la réponse du cerveau au stress (Gann., 1977;
Dunn., 1987; Cullinan., 1995) mais leur projection sur le NPV est plutot limitée. Ces deux
structures peuvent alors influencer indirectement I'activité¢ de 1'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien par des structures cérébrales relais.

L'acétylcholine et le glutamate sont aussi capables de stimuler le NPV. Des récepteurs
de type AMPA, NMDA et kainate ont été mis en évidence sur les neurones parvicellulaires
du NPV (Decavel et Van den Pol., 1992; Van den Pol., 1994), mais l'origine de l'innervation
glutamatergique reste a identifier. L'innervation cholinergique dans le NPV est extrémement
faible suggérant que l'action de l'acétylcholine sur le noyau passe par des voies nerveuses

locales hypothalamiques (Ruggiero, 1990).

2. Les circuits impliqués dans l'inhibition

Le facteur limitant le plus important dans la réponse hypothalamique au stress est
représenté par les glucocorticoides. Pour maintenir leur propre concentration plasmatique
dans un intervalle tolérable pour 1'organisme, les glucocorticoides sont capables de rétroagir
sur les neurones parvicellulaires du NPV afin de freiner 1’activit¢ de l'axe corticotrope.
Plusieurs chemins d'accés aux neurones endocrines du NPV sont plausibles. Ils peuvent étre
directs sur les neurones parvicellulaires eux-mémes (Whitnall.,, 1993) ou indirects par
I'hippocampe. La capacité des glucocorticoides a inhiber les neurones parvicellulaires est
évoquée par l'existence de leurs récepteurs sur les neurones parvicellulaires (Uht., 1988).
Cependant 1'inhibition de l'activité de 1'axe peut se produire en I'absence de toute rétro-action
négative exercée par les glucocorticoides (Jacobson et al., 1989). En conséquence, I'inhibition
peut se produire par voie neuronale. De plus, la totale désafférentation du NPV se traduit par

une activation de 'ARNm CRH et AVP, soulignant alors l'existence d'une inhibition
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neuronale tonique sur l'axe corticotrope (Herman et al., 1990). L hippocampe contient des
récepteurs de haute affinité aux glucocoticoides et semble jouer le rdle de garde fou de l'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Des 1ésions de l'hippocampe se traduisent par une
potentialisation de la sécrétion de corticostérone induite par un stress, alors qu'une
stimulation provoque une inhibition de 1'axe corticotrope (Herman et al., 1989; Jacobson et
Sapolsky., 1991). L'ensemble de ces données donne a l'hippocampe une place essentielle
dans le controle de l'activité de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien par des structures
supérieures. Cependant, la participation de I'hippocampe a la réponse de l'axe n'est pas
toujours vérifice. En effet, les Iésions de 1'hippocampe potentialisent I'augmentation de
I'ACTH et de la corticostérone plasmatique apreés un stress d'immobilisation, mais sont
inefficaces dans les réponses ACTH et corticostérone a I'hypoxie (Bradbury et al., 1993).

Ces actions inhibitrices sont aussi exercées par le noyau arqué, l'aire préoptique
médiane, le noyau suprachiasmatique et le noyau ventromédian (Viau et Meaney., 1991;
Buijs., 1993; Larsen., 1994; Suemaru., 1995). En effet, la 1ésion de chacune de ces régions
provoque une augmentation de la sécrétion basale de corticostérone et augmente l'amplitude
et la durée de la réponse hypothalamique au stress. La participation de ces structures
hypothalamiques dans la médiation des effets inhibiteurs des glucocorticoides sur l'activité
de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien est illustrée par l'effet de la corticostérone qui,
administrée dans l'aire préoptique médiane, inhibe les réponses hypothalamiques a un stress

d'immobilisation.

3.Le controle catécholaminergique

Les relations neuroanatomiques étroites des systémes catécholaminergique et
sérotoninergique avec le NPV et tout particulierement avec les neurones a CRH donnent une
importance de premier ordre a chacun de ces systémes dans le contrdle de I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien.

La région catécholaminergique Al est fortement impliquée dans le contrdle de
I'homéostasie cardiovasculaire (Ciriello et al., 1986; Reis., 1986). Des stimulations
¢lectriques de la région Al, augmentent l'activité des neurones AVP magnocellulaires dans
le NPV (Day et al., 1984-1985) et évoquent une élévation des taux plasmatiques de I’AVP
(Blessing et Willoughby., 1985; Kubo et al., 1985). Des effets similaires ont été observés
apres stimulation de la région A2 (Day et al., 1984; Kubo et Maso., 1984) montrant ainsi

que des fibres originaires de cette région innervent la région magnocellulaire, et sont
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capables de stimuler directement la population des neurones a AVP. La région A2 du noyau
du tractus solitaire posseéde un role clé dans la régulation des processus cardiovasculaires
(Palkovits et Zaborszky., 1977). En effet, la libération d'ACTH induite par une hémorragie
peut étre prévenue par une Iésion électrolytique du noyau du tractus solitaire mais aussi des

régions Al et C1 (Darlington et al., 1986; Carlson et Gann., 1987).

Le noyau du tractus solitaire peut recevoir des projections somatosensorielles via le
tractus spinosolitaire (Menetrey et Basbaum., 1987) et jouer alors un rdle dans les
interactions somato-viscérales, comme celle des réponses CRH-ACTH & un stimulus
douloureux (Feldman et Conforti., 1981). En effet, une stimulation des nerfs trijumaux se
traduit par une potentialisation de la réponse ACTH a une hémorragie (Bereiter et al., 1982).
Par contre, Bereiter et al., (1982) soulignent que le stimulus douloureux seul est incapable de
provoquer une augmentation d'ACTH, suggérant ainsi que les mécanismes responsables de
cette potentialisation sont extrémement complexes.

Le locus coeruleus (A6) est un candidat potentiel pour médier l'information
nociceptive aux neurones du NPV. En effet, l'activité cellulaire du locus coeruleus augmente
fortement aprés un stimulus douloureux et donc stressant (Foote et al., 1983).

Les neurones du locus coeruleus sont sensibles aux variations des parameétres cardio-
vasculaires (Ward et al., 1980) et la 1ésion électrolytique du locus coeruleus se traduit par
une inhibition de l'effet dépressif exercé par les barorécépteurs sur l'activité des neurones
hypothalamiques (Banks et Harris., 1984). L'ensemble de ces données essentiellement
¢lectrophysiologiques est en faveur dun rdéle stimulateur des projections
catécholaminergiques sur l'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

Les données pharmacologiques sont plus contradictoires. L'injection intracérébroventriculaire
d'agonistes ou d'antagonistes catécholaminergiques se traduit par des effets inhibiteurs
toniques (Scapagnini et al., 1972; Ganong et al., 1976) ou facilitateurs (Abe et Hiroshige.,
1974; Al-Damluji et al., 1990; Kiss et Aguilera., 1992) sur I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien. Chez le rat, I'injection intracérébroventriculaire de clonidine (a2 agoniste) et de
noradrénaline inhibe l'activité¢ de 1'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Cette inhibition
est stoppée par l'utilisation d'yohimbine (02 antagoniste) (Weiner et Ganong., 1978). Ce
résultat est en compléte contradiction avec d'autres (Abe et Hiroshige., 1974; Szafarczyk et
al., 1987) ou il est montré que l'injection de noradrénaline ou de phényléphrine en
intracérébroventriculaire se traduit par une activation de l'axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien, effet pouvant étre bloqué par immunoneutralisation du CRH mais pas de ’AVP
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(Takao et al., 1988). Cette activation de l'axe corticotrope pouvait étre reproduite par une
injection intracérébroventriculaire de méthoxamine (al-agoniste) (Al-Damluji et al., 1990;
Kiss et Aguilera., 1992). L'utilisation de la prazosine (al-antagoniste) permet d'inhiber la
libération de CRH et d'ACTH (Al-Damluji et al., 1990; Kiss et Aguilera., 1992). Le
propanolol (B-bloquant) injecté en intracérébroventriculaire augmente la sécrétion d'ACTH.
Toutefois l'injection d'un agoniste de type B n'a aucun effet. De plus, l'injection
intracérébroventriculaire de B-bloquant se traduit par une inhibition de la synthése d'ACTH
(Takao et al., 1988; Plotsky., 1987).

L'activation des voies ascendantes catécholaminergiques durant un stress augmente la
libération de noradrénaline dans le NPV (Pacak et al., 1992; Vetrugno et al., 1993). De plus,
l'injection intracérébroventriculaire ou locale dans le NPV d'agoniste al se traduit par une
libération d'ACTH et de CRH (Al-Damluji et al., 1990; Kiss et Aguilera., 1992), effet bloqué
par un antagoniste ol (Kiss et Aguilera.,, 1992). En conséquence, les voies
catécholaminergiques ascendantes en provenance du tronc cérébral et se projetant dans le
NPV peuvent moduler 1'expression de la CRH dans les neurones parvicellulaires, a travers
semble-t-il les récepteurs o, et étre ainsi impliquées dans l'activation de 1'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien en réponse au stress.

La déplétion du contenu hypothalamique en catécholamines par inhibition de leur
synthése ou section des voies afférentes par des procédés physiques ou chimiques altére
l'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Le blocage spécifique de la synthése
d'adrénaline par un inhibiteur de la phényléthanol-amine-N- méthyltransférase se traduit par
une augmentation du nombre de cellules immunoréactives a la CRH, 5 jours apres le
traitement, ce qui est interprét¢ comme une perte du controle inhibiteur exercé par
'adrénaline sur la synthése de la CRH (Mezey et al., 1984). Par opposition, Spinedi et
NegroVillar., (1983) montrent une réduction paralléle dans le contenu hypothalamique de
CRH et d'adrénaline 12 heures aprés le traitement par un inhibiteur de la phényléthanol-
amine-N-méthyltransférase sans changer toutefois le taux plasmatique basal d'ACTH. En
accord avec ces résultats, Sawchenko., (1988) note une diminution de l'immunoréactivité
CRH dans I'éminence médiane externe et le NPV 14 jours aprés section des voies
ascendantes (faisceau médian du télencéphale). A l'inverse, des transections similaires ne
provoquent pas de variation de l'expression de 'ARNm CRH (Swanson et Simmons., 1989),
suggérant alors que les catécholamines agissent sur les mécanismes post-transcriptionnels et
de maturation de la préproCRH.

Par ailleurs, la réponse ACTH induite par un stress est atténuée apres transection des
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voies noradrénergiques (Szafarczyk et al., 1985; Gaillet et al., 1991-1993). Ce phénomeéne est
réversible apres injection intracérébroventriculaire de noradrénaline (Szafarczyk et al., 1985;
Barbanel et al.,, 1991). La libération de noradrénaline dans le NPV a été mesurée par
microdialyse et les différents parametres hormonaux d'activation de 1'axe corticotrope ont été
¢valués en périphérie chez des rats soumis a différents stresseurs: I'immobilisation,
l'exposition au froid, I'hémorragie, 1'hypoglycémie provoquée par injection d'insuline et un
stimulus douloureux. Tous les stresseurs utilisés provoquent une augmentation de
noradrénaline et de ses métabolites dans le NPV ainsi qu'une sécrétion d' ACTH et de
corticostérone. Cependant, les niveaux de noradrénaline sont plus importants aprés une
immobilisation et un stimulus douloureux. Les concentrations d'ACTH sont quant a elles plus
importantes apres l'hypoglycémie provoquée par injection d'insuline et hémorragie et les
concentrations de corticostérone sont plus importantes suite a une immobilisation, une
hémorragie ou un stimulus douloureux. Ainsi, sauf pour le choc thermique et I'hémorragie, il
existe une forte corrélation positive entre l'activation du systeme noradrénergique et

l'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Pacak et al., 1993).

4. Le contrdle sérotoninergique

La participation de la sérotonine dans les réponses neuroendocriniennes du NPV au
stress est trés controversée. La déplétion par la p-chlorophényl-alanine de la sérotonine dans
I'hypothalamus ne provoque aucune variation de l'expression de I'ARNm c-fos et CRH dans
le NPV ainsi que des taux plasmatiques d'ACTH chez 1'animal normal ou stressé aprés une
injection d'une solution saline hypertonique ou un stress de contention ou une stimulation
immune (Harbuz et al., 1993; Conde et al., 1998). Des résultats opposés ont montré que la
sérotonine pouvait stimuler I'expression de 'ARNm CRH dans le NPV hypothalamique par
des récepteurs de types 5S-HT1A et 5-HT3 présents sur les neurones a CRH (Laflamme et al.,
1996, Kageyama et al., 1998). De plus, la libération d'ACTH induite par différents stress
(immobilisation, éther, nage forcée ou stress immun) peut étre modulée par les voies
sérotoninergiques du noyau du raphé (Jorgensen et al., 1998). Ces nombreux désaccords sont
certainement dus aux différents procédés expérimentaux utilisés pour étudier la participation

du systeéme sérotoninergique dans le contrdle de 1'activité de I'axe corticotrope.
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5. Le contréle de ’axe corticotrope par un éventuel nouveau neurotransmetteur

cerébral, ’Anandamide

L'é¢thanolamide d'Arachidonyl, également appelé I'anandamide (ANA) est un
cannabinoide endogéne isolé a partir du cerveau de porc (Devane et al., 1992). Des études
pharmacologiques ont indiqué que 'ANA mime le composé psychoactif de la marijuana qui
est le tétrahydrocannabinol A9 (THC) méme si leurs structures chimiques sont tout a fait
différentes (Kulkarini S.K. et al., 1996). L’ANA se lie de manicre spécifique au récepteur
cannabinoide présent dans le cerveau, le récepteur CBIl (Devane et al., 1992). Plusieurs
régions du systéme nerveux central expriment des taux élevés du récepteur CBl comme le
cervelet, I’hippocampe, le striatum (Herkenham, 1995), et contiennent des concentrations
relativement élevées d'ANA. Ces données parmi d’autres (Perwee, 1995) indiquent que
I’ANA est probablement un neurotransmetteur spécifique du récepteur CBI.

Par ailleurs, des données indiquent que les cannabinoides endogenes et exogenes
peuvent stimuler la fonction corticosurrénalienne, par l'intermédiaire d'un mécanisme central
non encore déterminé (Puder et al., 1982 ; Weidenfeld et al., 1994).

Les travaux de Wenger et al. (1997) avaient pour objectif d’identifier le ou les sites
hypothalamiques ou I’ANA pourrait activer I’axe HHS en utilisant I’expression de la protéine
FOS comme indice d’activation cellulaire et 1’immunohistochimie comme approche
morpphofonctionnelle pour détecter les sites d’une telle expression grace a des anticorps anti-
FOS. Le C-FOS, étant un gene précoce rapidement induit suite a un stimulus externe et une
activation synaptique, se lie a des sites spécifiques dans le génome pour moduler le taux de
transcription de geénes (Hofman et al., 1993). Ainsi l'induction du FOS a été employée
couramment comme marqueur de l'activité neuronale dans le SNC. L’ANA administré chez le
rat par voie intrapéritonéale stimule 1’expression de la protéine FOS (45 min apres 1’injection)
dans les neurones la partie parvicellulaire du NPV hypothalamique (Wenger et al., 1997).
Parallélement a cette stimulation FOS, Les taux sériques d’ACTH et de corticostérone,
mesurés par dosage radioimmunologique, augmentent également de manicre significative
(Wenger et al., 1997).

Ces données montrent que le site d'action de 'ANA pour I'activation de I'axe HHS est
la partie parvicellulaire du NPV. Cette activation peut se produire par l'intermédiaire d'un
récepteur central possible des cannabinoides pour le quel le SR 141716 (antagoniste sélectif et
efficace de récepteurs au cannabinoide) n'est pas un antagoniste efficace (Wenger et al.,

1997).

19



III. Le contréle humoral de 1'axe corticotrope par les glucocorticoides

(Figure 2, page 32)

Le stress déclenche 1'ensemble des réponses neuroendocriniennes dont la résultante est
une sécrétion d'ACTH par l'adénohypophyse et de corticostérone par la glande surrénale.
C'est l'activit¢ des neurones a CRH du NPV qui détermine le niveau de la réponse
endocrinienne hypophysaire et surrénalienne. La sécrétion de glucocorticoides est un ¢lément
clé dans la réponse au stress, en ce sens qu'ils jouent un role essentiel dans I'établissement de
réponses physiologiques adaptées au stress en agissant a différents niveaux des systémes
physiologiques existants, L'une de leurs actions est de controler leur propre niveau de
sécrétion en autorégulant leur syntheése par action sur 1 'hypothalamus et plus précisément sur
les neurones a CRH. Ce rétrocontrole des glucocorticoides prévient d’éventuelles
surproductions de ces hormones stéroidiennes dont 1’effet peut étre délétére pour 1’organisme
(hypertension, immunosuppression, ostéoporose, désordres cognitifs). Leur réle de "garde-

fou" de l'activité de I'axe corticotrope s'exerce sur différents sites neuronaux.

1. Levrodle des neurones a CRH

Dans les conditions physiologiques, il existe un pattern circadien dans la sécrétion de
corticostérone plasmatique (Krieger., 1975-1977; Ruhmann-Wennhold et Nelson., 1977). Les
niveaux les plus bas se situent le matin et les plus €élevés en début de soirée. De nombreux
facteurs peuvent moduler les concentrations de corticostérone. Ainsi, des l€sions du noyau
suprachiasmatique (horloge circadienne) altérent les oscillations stéroidiennes plasmatiques
(Krieger et al., 1977; Cascio et al., 1987). Les projections catécholaminergiques et
sérotoninergiques du raphé dorsal semblent aussi influencer le rythme circadien endocrine
(Szafarczyk et al., 1985; Feldman et al., 1987). Ces oscillations stéroidiennes semblent
essentielles au maintien de I'activité basale de 1'axe corticotrope (Jacobson et al., 1988).

Chez un animal surrénalectomisé, les taux d'ACTH sont tres élevés. Pour maintenir
cette concentration a un niveau identique a celui observé chez l'animal normal, il est
nécessaire de supplémenter I'animal en corticostérone avec des taux qui peuvent étre
différents si I'expérimentation se déroule le matin ou le soir (Dallman et al., 1987). En effet, le
matin, des concentrations basses de corticostérone sont suffisantes pour maintenir un niveau

de sécrétion d'ACTH semblable a celui d'un animal normal (Akana et al., 1986). Cependant,
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les taux qui doivent étre utilisés le soir pour maintenir une concentration d'ACTH normale
s'aveérent étre considérablement plus élevés. Ce résultat suggere donc que les effets inhibiteurs
des glucocorticoides sont considérablement diminués au cours du rythme circadien. Ce
phénomene est peut-étre dii a des influences stimulatrices nerveuses ou hormonales sur la
sécrétion d'ACTH qui pourraient interagir avec l'effet rétrocontrdle inhibiteur des
glucocorticoides au cours du rythme circadien (Dallman et al., 1987).

Il parait donc évident que le rythme circadien de la fonction corticotrope résulte d'une
interaction complexe entre des ¢léments neuronaux et endocriniens.

Ce sont des études pharmacologiques qui ont montré que les récepteurs de type I
pouvaient intervenir de facon plus évidente que les récepteurs de type Il dans la régulation
basale de l'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Ratka et al., 1989). De plus,
le rétrocontréle en soirée des glucocorticoides parait impliquer plus profondément les
récepteurs de type I (Dallman et al., 1989). En tenant compte de la répartition
neuroanatomique de ces récepteurs, il parait certain que les mécanismes de rétrocontrole des
glucocorticoides sur le systéme nerveux central sont extrémement complexes. En effet, le
rétrocontrdle peut se produire a quatre niveaux anatomiques essentiels. Les glucocorticoides
peuvent agir directement au niveau pituitaire pour inhiber la synthése ou la libération d'ACTH
(Schacter et al., 1982; Bienberg et al., 1982; Keller et Dallman., 1984; Widamair et Dallman.,
1984; Dayanithi et Antoni., 1989). Ce rétrocontrdle fait participer les récepteurs de type II
(Funder., 1984; Mc Ewen et al., 1986) dont la localisation dans les cellules corticotropes
hypophysaires a ét¢é démontrée (Antakly et Eisen., 1984). Cependant, ces effets inhibiteurs
peuvent se produire par l'intermédiaire d'autres régions extra-hypothalamiques. Ainsi, la
présence de récepteurs de type II sur les neurones catécholaminergiques du tronc cérébral
donne a cette population neuronale la possibilit¢ de médier les effets inhibiteurs des
glucocorticoides sur l'activit¢ de I'axe corticotrope (Sawchenko., 1988). De plus, les
récepteurs de type I présents dans I'hippocampe sont considérés comme des sites essentiels
dans le contrdle inhibiteur tonique de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Ratka et al.,

1989).

La présence de récepteurs de type II dans le NPV, tout particulicrement dans les
neurones a CRH (Agnati et al., 1985) et les effets excitateurs de la surrénalectomie, ou
inhibiteurs de la corticostérone sur l'expression de I' ARNm CRH ont largement contribué a
attribuer au NPV une place privilégiée dans le rétrocontrole inhibiteur des glucocorticoides

sur l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Jingami et al., 1985). La section des voies

21



hypophysiotropes du NPV chez des animaux surrénalectomisés n'a pas d'effet sur la synthése
et la sécrétion d'ACTH hypophysaire et conforte 'idée que des éléments neuronaux situés en
amont de I'hypophyse (hippocampe et NPV) interviennent comme des sites essentiels dans le
processus de rétrocontrdle des glucocorticoides (Dallman et al., 1989). Cependant au niveau
hypophysaire, il a ét¢ montré une action inhibitrice des glucocorticoides sur les effets
excitateurs de I’AVP et de la CRH sur la sécrétion d'ACTH par des cellules hypophysaires en
culture (Russel et al., 1969). Cette action des glucocorticoides se ferait en prévenant la
fixation de la CRH sur son récepteur pituitaire, fournissant alors un mécanisme de
rétrocontrdle inhibiteur des glucocorticoides au niveau hypophysaire (Childs et al., 1986;
Schwartz et al., 1986).

Au cours du rythme circadien, les fluctuations des concentrations d'ACTH et de
corticostérone sont sinusoidales et paralleles. L'expression de 'ARNm de la CRH augmente
graduellement du matin au soir et précede toujours les variations sécrétoires, puis chute
brusquement lorsque le pic de corticostérone devient élevé (Kwak et al., 1992). La
surrénalectomie ne prévient pas la diminution de 'ARNm de la CRH le soir. Cependant, le
matin, l'expression est considérablement augmentée et cet effet est réversible par de faibles
concentrations de corticostérone. Les variations diurnes de 'ARNm de la CRH sont donc sous
la dépendance des glucocorticoides le matin mais pas le soir (Kwak et al., 1993). Le rythme
alimentaire a souvent ¢ét¢ associé au rythme diurne de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (Krieger et Hauser., 1978). Ainsi, la privation de nourriture pendant 4 jours
diminue les niveaux d'ARNm CRH dans le NPV par comparaison avec un animal nourri de
libitum (Brady et al., 1990). 1l serait alors possible de penser que la diminution de I'expression
de 'ARNm CRH en soirée soit sous la dépendance de processus physiologiques en relation

avec le comportement alimentaire.

En tenant compte d'une régulation temporelle de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien qui a largement ¢t¢ démontrée (Keller et Dallman., 1984), la corticostérone peut
inhiber la sécrétion et la biosynthése de CRH par des mécanismes cellulaires différents.
Ainsi, il a été mis en évidence un effet rapide du rétrocontréle des glucocorticoides sur la
sécrétion de CRH dans les minutes qui suivent leur application ou 1'établissement d'un stress
bref. Cette inhibition apparait étre dépendante de la concentration de corticostérone
plasmatique (Dallman et Yates., 1969; Jones et al., 1972; Keller et Dallman., 1984; Jacobson
et Sapolsky., 1991). Une inhibition a plus long terme de I'expression de 'ARNm de la CRH

semble étre dépendante de la concentration absolue et de la durée d'exposition aux

22



glucocorticoides (Keller et Dallman., 1984). Ce rétrocontrdle est génomique en ce sens qu'il
affecte la syntheése de la CRH en se fixant sur des récépteurs cytosoliques dont le role est de
moduler la transcription de génes cibles en agissant sur des sites nucléaires spécifiques

régulateurs (glucocorticoid response element ou GRE).

La surrénalectomie stimule I'expression de ' ARNm CRH dans le NPV (Swanson et
Simmons., 1989). Cet effet est réversible aprés injection systémique de corticostérone ou de
dexaméthasone (un agoniste des récépteurs de type II). Un effet dose dépendant des
glucocorticoides sur 1'expression de ' ARNm CRH a été largement démontré (Young et al.,
1986; Swanson et Simmons., 1989; Watts et Sanchez-Watts., 1995b). La régulation de cette
expression peut se faire au niveau des cellules a CRH ou de nombreux récepteurs de type II
ont ét¢ mis en évidence (Agnati et al., 1985; Swanson et Simmons., 1989). L'injection
systémique ou locale dans le NPV de dexaméthasone est capable d'inhiber la synthése de
CRH mais de facon surprenante, la corticostérone appliquée localement dans le NPV est
incapable a de faibles doses d'inhiber la synthése de CRH (Kovacs et Mezey., 1987;
Sawchenko., 1987a-1987b-1987¢c). Ce résultat laisse envisager la présence d'intermédiaires
dans l'action obligatoire de la corticostérone sur l'activité de 1'axe corticotrope (relation

hippocampe-hypothalamus).

La complexité des mécanismes de régulation par la corticostérone, de I'expression de
I'ARNm de la CRH prend toute son ampleur lorsque l'on s'intéresse aux modifications
d'expression de 'ARNm de la CRH dans d'autres types cellulaires. Ainsi, la CRH est aussi
présente dans le noyau du lit de la strie terminale (partie latérale), la région centrale de
'amygdale et & un moindre degré dans I'hypothalamus latéral, le bulbe olfactif, le cortex pré
frontal et cingulaire. Dans les régions du tronc cérébral preés du locus coeruleus (noyau de
Barrington, centre de controle de la miction) sa présence a été montrée (Swanson et al., 1983;
Gray., 1990; Valentino et al., 1993; Valentino., 1994). La corticostérone est capable de
stimuler 1'expression de 'ARNm de la CRH dans la partie dorsale parvicellulaire du NPV,
'amygdale et le noyau du lit de la strie terminale. Cependant dans le néocortex, le noyau de
Barrington et 1'hypothalamus latéral, la corticostérone n'a pas d'effet sur l'expression de la
CRH (Swanson et Simmons., 1989; Imaki et al., 1991; Makino et al., 1995; Watts et
Sanchez-Watts., 1995b). De plus, des chocs électriques répétés montrent une augmentation
de l'expression de 'ARNm de la CRH dans le noyau Barrington et le NPV avec une

diminution dans le bulbe olfactif (Imaki et al., 1991). Ces résultats montrent l'existence d'une

23



régulation différentielle régionale spécifique des glucocorticoides sur I'expression de

I'"ARNm CRH.

2. Lerole de l'hippocampe

De nombreuses études montrent que la formation hippocampique joue un role
important dans la régulation de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Des lésions de
I'hippocampe ou des voies efférentes (fornix) provoquent une hypersécrétion de
corticostérone et d' ACTH (Fendler et al., 1961; Knigge., 1961; Wilson et al., 1980; Sapolsky
et al., 1984). Cette augmentation de I'activit¢ de l'axe se traduit aussi au niveau
hypothalamique par une augmentation de l'expression de 'ARNm de la CRH et de ’AVP
dans la région parvicellulaire du NPV (Herman et al., 1989). L'application iontophorétique
de glucocorticoides sur I'hippocampe supprime la réponse au stress, tandis que l'application
d'antagonistes augmente la concentration de corticostérone plasmatique (Bradbury et
Dallman., 1989). Une réduction du nombre des récepteurs aux glucocorticoides dans
I'hippocampe est associée a une hypersécrétion de glucocorticoides suite a un stress
(Sapolsky et al., 1989). De plus, il semble exister une relation inverse entre le taux
hippocampique de récepteurs aux glucocorticoides et le taux circulant de CRH hypophysaire
(Sapolsky et al., 1990). Dans un autre contexte, des stimulations électriques de I'hippocampe
sont capables de diminuer la concentration plasmatique de corticostérone (Dunn et Orr.,
1984). L'ensemble de ces données laisse fortement supposer I'existence d'un contrdle
inhibiteur tonique de Il'hippocampe sur l'activit¢é de I'axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien, médi¢ vraisemblablement par les glucocorticoides circulants.

IV. Les relations entre glucocorticoides et catécholamines centrales dans

le controle de I'axe corticotrope

Un exces de glucocorticoides inhibe la libération et la syntheése de la CRH du NPV
(Frim et al., 1990; Makino et al., 1995) et augmente le turnover hypothalamique de
noradrénaline (Nakagawa et al., 1983; Pacak et al., 1992). La transection bilatérale des voies
ascendantes noradrénergiques diminue l'expression de I' ARNm de la CRH et cette 1ésion
bloque l'augmentation de I'ARNm de la CRH suite a un stress d'immobilisation (Pacak et al.,

1995). La surrénalectomie augmente la libération, induite par le stress d'immobilisation, de
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noradrénaline dans le NPV. De plus, des implants de corticostérone sont capables de reverser
ces effets (Pacak et al.,, 1993). La présence de récepteurs aux glucocorticoides sur les
neurones aminergiques du tronc cérébral a aussi été démontrée (Harfstrand et al., 1986). De
plus, la densité des récepteurs a2 dans le NPV est corrélée positivement aux concentrations
hormonales de glucocorticoides a l'inverse des récepteurs de type al (Cummings et Seybold.,
1988). Cependant, il a ét¢ montré une action faible mais stimulatrice des glucocorticoides sur
l'expression des récepteurs ol (Plotsky., 1987). L'ensemble de ces données suggere fortement
que les glucocorticoides peuvent inhiber la synthése de 1I'ARNm de la CRH par
l'intermédiaire des voies aminergiques. Cependant, ces résultats ne sont pas forcément
toujours vérifiés. Ainsi, la Iésion des voies ascendantes fait bien baisser l'expression de
I'ARNm de la CRH chez le rat normal. Par contre, chez I'animal surrénalectomisé, bien que
l'expression de 'ARNm de la CRH soit baissée apres transection, la surexpression due a la
surrénalectomie reste encore présente (Sawchenko., 1988). La régulation de I'ARNm de la
CRH par les glucocorticoides fait donc participer les voies catécholaminergiques, mais il
semblerait plutot que l'effet dominant des glucocorticoides implique d'autres structures telles

que I'hippocampe et le NPV.

V. Les relations entre glucocorticoides et cytokines dans le contréle de

I'axe corticotrope

Aprés une stimulation du systtme immunitaire, l'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien peut étre activé pendant plusieurs jours (Besedovsky et al., 1986). L'animal
présente un hypercorticisme et est devenu résistant au rétrocontrole des glucocorticoides. La
stimulation du systétme immunitaire se traduit par une libération de diverses cytokines dont
les plus importantes sont l'interleukine-1 (IL-1) , I'interleukine6 (IL-6) et le Tumeur Necrosis
Facteur-a (TNF-a). L'IL-1 stimule l'axe corticotrope (Berkenbosch et al., 1987). Cette
stimulation s'effectue au niveau des cellules a CRH du NPV via des mécanismes qui restent a
¢lucider. Cependant, la stimulation de l'axe par les cytokines peut aussi s'exercer sur
I'hypophyse et la corticosurrénale (Koenig et al., 1990; Andreis et al., 1991). Les
glucocorticoides agissent en retour sur le systétme immunitaire en inhibant la synthése de
nombreuses cytokines (IL-2 et INFy) lesquelles sont essentielles pour la prolifération des
lymphocytes T (Heath et al., 1992). Ils peuvent aussi programmer la mort cellulaire des

lymphocytes T et B immatures et des lymphocytes T matures (Zubiega et al., 1992) et inhiber
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la production d'interféron de type a par les monocytes (Rossol et al., 1989). Les
glucocorticoides exercent donc un effet immunosuppresseur certain sur l'activité du systeme
immunitaire.

L'hyperactivité de I'axe corticotrope suite a une stimulation du systéme immunitaire a
¢té interprétée comme une conséquence des effets déléteéres des cytokines sur 'expression
des récepteurs aux glucocorticoides de type 1 dans I'hippocampe. Ces récepteurs ont un role
important dans le maintien de l'activité basale de 'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
et d'une certaine sensibilité¢ de cet axe au stress (Ratka et al., 1989). Par leur intermédiaire
I'hippocampe évite que l'axe corticotrope ne s'emballe. En conséquence, le blocage ou la
diminution numérique des récepteurs de type I modifie le rétrocontrole des glucocorticoides
sur l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Une stimulation du systtme immunitaire
provoque une déficience en récepteurs de type I sans que le nombre de récepteurs de type 11
soit modifié (Schiibitz et al., 1994). Ainsi, l'augmentation de I'activité de 1'axe corticotrope et
la résistance au rétrocontrdle négatif des glucocorticoides au cours d'une stimulation du
systéeme immunitaire peut étre di aux effets déléteres des cytokines sur les récepteurs de type
I hippocampiques. C'est ce déséquilibre entre les récepteurs de type I et de type II qui peut
expliquer l'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien au cours de la réponse

immune.

VI. Relation entre le stress et la plasticité phénotypique des neurones du

NPV

La CRH au niveau du NPV est considérée comme [’acteur principal dans le contrdle
de I’axe corticotrope suite a un stress. Ainsi, les neurones 8 CRH ont une grande capacité a
coexprimer d’autres neuropeptides et de ce fait ces neurones constituent un prototype
cellulaire pour I'¢tude de la colocalisation de neuropeptides. Parmi les neuropeptides associés
a la CRH dans les neurones parvicellulaires du NPV, on peut trouver la Neurotensine (NT), la
cholécystokinine (CCK), la vasopressine (AVP), I'enképhaline, et l'angiotensine- II
(Ceccatelli et al., 1989b; Hokfelt et al., 1984-1987; Pretel et Piekut., 1990; Sawchenko et al.,
1984a-1984b; Swanson et al., 1986). Cette diversité dans I'expression phénotypique peut aussi
s'observer a un moindre degré, dans les neurones magnocellulaires du NPV. En effet, les
neurones ocytocinergiques ou vasopressinergiques peuvent dans certaines circonstances

physiologiques synthétiser respectivement de la CRH, de 1'enképhaline, de la CCK ou de la
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dynorphine, de la galanine (Lightman et Young., 1987; Villar et al.1990; Watts., 1992a-
1992b). Afin de visualiser ces neuropeptides dans les neurones a CRH, le recours a des
injections intracérébroventriculaires de colchicine a ¢été nécessaire pour favoriser
I'accumulation du peptide dans les corps cellulaires et, permettre ainsi sa détection par
diverses techniques immunohistochimiques.

Les neurones de la région médiane parvicellulaire du NPV contiennent dans les
conditions basales surtout de la CRH et de I’enképhaline et & un moindre degré de ’AVP, de
la CCK et de I’ocytocine (OXY) (Swanson et Simmons., 1989; Ceccatelli et al., 1991; Watts
et Sanchez-Watts., 1995a; Condes-Lara et al., 2003). Cependant, dans certaines circonstances
d'activation de l'axe corticotrope, la synthése des ARNm de ’AVP, de la CCK et de I’ OXY
peut augmenter rapidement (Lightman et Young., 1987; Bartanusz et al., 1993; Watts et
Sanchez-Watts., 1995a-1995b; Giovannelli et al.,1992).

La NT parvicellulaire du NPV est sujette a des fluctuations suite a un stress. Ainsi
I’expression de ’ARNm de la NT est induite par un choc hypovolémique ou un stress a
I’éther (Watts., 1991; Watts et Sanchez-Watts., 1995a ). La NT peut participer a la réponse
des neurones a CRH , elle pourrait étre libérée par les neurones a8 CRH et agir par une action
paracrine sur les terminaisons nerveuses présynaptiques et intervenir ainsi dans 1’activité de
I’axe corticotrope.

la CCK parvicellulaire peut aussi €tre impliquée dans la réponse corticotrope a une forte
stimulation. En effet, une injection intrapéritonéale de lipopolysaccharide provoque une forte
synthése de I’ARNm CCK dans les neurones a CRH parvicellulaires (Juaneda et al., 2001).
Plusieurs arguments ont donné a la CCK un réle hypophysiotrope. En effet, elle est présente
dans les neurones a CRH (Ceccatelli et al., 1989b) et dans les mémes granules sécrétoires
contenant la CRH (Juaneda et al., 1999a). En conséquent, La CCK peut agir en synergie avec
la CRH pour réguler la sécrétion d’ACTH hypophysaire (Porter et Sander., 1981; Reisine et
Jensen., 1985; Mezey et al., 1985).

L’AVP peut aussi participer dans certains cas a la réponse corticotrope a une stimulation
de I’axe corticotrope. En fait, ’AVP peut étre colocalisée avec la CRH dans les neurones
parvicellulaires du NPV chez le rat surrénalectomisé (Tramu et al., 1983; Kiss et al., 1984;
Sawchenko et al., 1984b) et dans les mémes granules sécrétoires des terminaisons nerveuses
de I’éminence médiane externe, suggérant alors une libération concomitante des deux
neuropeptides dans le sang porte. De plus, ’AVP et la CRH stimulent la sécrétion d’ACTH
hypophysaire ( Gillies et al., 1982; Turkelson et al., 1982; Vale et al., 1983).
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VII. Objectifs du travail

La plasticité neuronale du NPV parvicellulaire peut étre solidement représentée par la
plasticité des neurones a CRH qui constituent un prototype cellulaire unique pour I’étude de la
plasticité sécrétoire. Ces neurones parvicellulaire ont la possibilité de moduler en fonction des
conditions environnementales I’expression d’autres neuropeptides dits accessoires : ’AVP, la
CCK, la NT et IPOXY. Cette flexibilit¢ dans I’expression neuropeptidique semble
indispensable pour une adaptation sécrétoire dans le but de déclencher une réponse
hypophysaire en adéquation avec différents types de stresseurs, et peut-&tre aussi avec
I’espece. C’est ce concept de plasticité des systémes neuroendocriniens hypothalamiques 1i¢
au stress environnemental que nous ¢évaluons sur un modele animal trés intéressant pour ce
genre d’études, la gerboise en captivité.

Cette espéce représente un matériel biologique intéressant pour évaluer et comprendre
un certain nombre de régulations neuroendocriniennes liées a I’environnement en particulier
pour étudier la plasticité phénotypique des neurones a CRH, a CCK, a AVP et a OXY dans le
NPV parvicellulaire suite a un stress neurogénique d’immobilisation.

La gerboise est un rongeur subdésertique sauteur de la famille des Jaculidae, de
I’ordre des Rodentia. Elle vit dans un biotope caractérisé par des variations climatiques tres
larges, ou les écarts thermiques journaliers et saisonniers sont trés importants, liés a la
sécheresse de I’air et a une aridité élevée d’ou la rareté de I’eau et de la nourriture durant
certaines périodes rudes de 1’année. Des études physiologiques réalisées sur la gerboise ont
montré de grandes capacités d’adaptation de cet animal aux conditions rigoureuses de
I’environnement désertique (Andjus et al., 1974; Baddouri et al., 1984; Baddouri et al., 1987;
Raji et Nordmann., 1994). La gerboise mene une vie nocturne et s’abrite dans des terriers dont
elle modifie la profondeur en fonction des saisons (Kirmiz., 1962). Pendant 1’hiver, lorsque
les conditions climatiques sont défavorables (températures trés basses, biotope couvert de
neige, rareté¢ de nourriture) 1’animal rentre en hibernation (El Hilali et Veillat, 1975). Cette
réaction comportementale est accompagnée de réactions physiologiques adaptatives
puissantes, comme 1’hypothermie et le ralentissement de toutes fonctions vitales (El Hilali et
Veillat., 1975).

Pour faire face a ces conditions défavorables, la gerboise déclenche une cascade de
régulations neuroendocriniennes  adaptatives impliquant  différents neuropeptides

hypothalamiques. En effet, la privation de nourriture et I’hibernation induisent une
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augmentation importante dans le noyau arqué de l'expression du neuropeptide Y (NPY) qui
est connu pour régler la dépense énergétique (El Ouazzani et al., 1999-2001) et du nouveau
neuropeptide ’EM66 (Boutahricht et al., 2005). L’état d’hibernation caractérisé par une
hypothermie est accompagné d’un ralentissement de ses principales fonctions vitales (El
Hilali et Veillat.,, 1975). Des paramétres tels que la glycémie et le cortisol chez les
mammifeéres hibernants sont connus pour diminuer durant I’hibernation comparativement a
I'état actif (Saboureau et al., 1980; Shivatcheva et al., 1988). La gerboise montre également
des variations saisonnicres de l'expression hypothalamique de plusieurs neuropeptides tels
I’AVP (Baddouri et al., 1984), la GnRH (EI Ouazzani et al., 2000), le NPY (Lakhdar-Ghazal
et al., 1995), et la B-endorphin (El Ouazzani et al., 2005), qui affecte son activité sexuelle.
Ainsi, chez la gerboise les neuropeptides hypothalamiques jouent probablement un rdle
intégrateur dans de nombreux mécanismes de régulations neuroendocriniens qui
conditionnent les comportements sexuel et alimentaire et/ou la dépense énergétique afin de
faciliter 'adaptation des animaux aux variations bioclimatiques.

Par ailleurs, la gerboise en captivit¢ ne se reproduit pas au laboratoire méme si
l'expression neuronale de la GnRH intracérébrale est similaire a celle chez la gerboise qui vit
dans son biotope naturel (El Ouazzani et al., 2000). Un tel blocage de la reproduction chez la
gerboise en captivité peut étre 1i¢ au stress de l'animal, inhibant ainsi son comportement
copulatoire. Par conséquent, d'éventuelles études des mécanismes de la réponse au stress
devraient étre d’une importance fonctionnelle réelle pour expliquer la modulation du stress
chez cette espece. La gerboise est donc incontestablement un modele biologique qui suscite
un grand intérét pour étudier les régulations neuroendocriniennes liées aux facteurs de

I'environnement.

Le présent travail a pour objectif majeur d’explorer une éventuelle plasticité
neuroendocrine impliquant la CRH et des neuropeptides dits accessoires tels la CCK, I’AVP
et ’OXY au sein du NPV parvicellulaire chez la gerboise mise dans une circonstance de
stress aigu. Pour atteindre cet objectif, nous avons ¢étudié¢, par immunohistochimie,
I’expression de ces neuropeptides dans le NPV hypothalamique parvicellulaire de la gerboise
soumise a un stress d’immobilisation et mené par la suite une comparaison avec la gerboise
contrdle.

Nous avons procédé dans un premier temps a I’étude de la distribution topographique
des systémes neuronaux exprimant ces neuropeptides et a leur comparaison a ce qui est connu

chez le rat.
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Nous avons exploré dans un deuxieme temps 1’impact du stress d’immobilisation sur
une telle expression par une analyse quantitative du nombre de neurones immunoréactifs pour
chaque peptide et ceci a I’état contrdle et a 1’état stressé.

Une analyse qualitative et quantitative des neurones coexprimant CRH/CCK,
CRH/AVP, AVP/CCK, CRH/OXY ou CRH/CCK a par la suite été effectuée par une
procédure de double immunohistochimie en vue de mieux cerner le phénotype chimique des

neurones parvicellulaires a I’état contrdle et dans cette circonstance de stress aigu.
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Fig 1: Représentation schématique des deux axes neuroendocrines de réponse au stress: I’axe
catécholaminergique et ’axe corticotrope

Abréviations: CRH, corticotropin releasing hormone; ACTH, adrenocorticotropic hormone; -End,
B-endorphine; Ach, acétylcholine; 1, activation; |, inhibition.
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Fig 2: Voies humorales et nerveuses d'acheminement des informations
périphériques susceptibles d'agir sur les neurones a CRH.

Abréviations: HPC, hippocampe; NTS, noyau du tractus solitaire; OSF, organe sous-
fornical; OVLT, organe vasculaire de la lame terminale; PB, noyau
parabrachial.
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MATERIELS ET METHODES



I. Groupes expérimentaux

Les animaux utilisés dans ce travail sont des gerboises adultes males et femelles ayant
un poids moyen de 130 a 170 grammes. Les gerboises ont ét¢ capturées pendant la saison du
printemps-été dans les hauts plateaux du Moyen Atlas, et particuliérement dans la région de
boulemane (altitude : 1565 m). Elles ont été placées dans une animalerie ou régnent des
conditions naturelles de photopériode et de température. Placées dans des cages par groupe de
5 (males et femelles) par cage, les gerboises recoivent a volonté de la nourriture composée de
grains d’orge, de tournesol et de feuilles de laitue. Les animaux captivés subissent, avant toute
expérimentation, une période d’adaptation aux conditions d’animalerie d’au moins 4
semaines.

Pour étudier I’effet d’une exposition aigue a un stress neurogénique sur 1’expression
immunohistochimique des neuropeptides étudiés, deux groupes de gerboises males adultes
ont été constitués :

- Un groupe contrdle (CC, n=5 pour chaque expérimentation) a ét¢ sacrifi¢ 24 heures
apres injection de 100 pg de colchicine (sigma), dissoute dans un volume de 10-pl de sérum
physiologique (NaCl 9 %o), dans le ventricule latéral. Les coordonnées stéréotaxiques utilisées
sont par rapport au bregma : Antéro-postériorité : -0.6 mm, latéralité: 2 mm, profondeur : -3.5
mm (Paxinos et Watson, 1986) avec un ajustement réalisé pour la gerboise. Le recours a des
injections intracérébroventriculaires (ICV) de colchicine a été nécessaire pour favoriser
I'accumulation de ces neuropeptides dans les corps cellulaires en bloquant le transport
antérograde par désorganisation du systeme microtubulaire et ainsi renforcer le stockage des
neuropeptides dans les péricaryons (Norstrom et al.,, 1971 ; Alonso 1986). En effet, cette
drogue est nécessaire pour visualiser les corps cellulaires 8 CCK et a CRH.

- Le second groupe de gerboises (SC, n=5 pour chaque expérimentation) a été exposé a
un stress aigu d’immobilisation. Pour cela, I’animal est entouré d’un torchon et immobilisé
manuellement par ses pattes postérieures sauteuses pour une durée de 30 minutes. Au terme
de I’'immobilisation, les gerboises ont ¢été¢ anesthésiées puis traitées a la colchicine, selon la
procédure précédemment décrite, pour €tre sacrifiées 24 heures plus tard.

Tous les animaux ont été sacrifiés entre 10 heures et 12 heures du matin, période durant
laquelle ils sont le moins actifs. Cela prévient toute interférence des résultats avec

d’éventuelles variations journalicres.
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Deux groupes additionnels d’animaux controle et stressés (n=2) non traités a la
colchicine ont été similairement sacrifiés et traités afin de détecter les fibres CCK- et CRH-

immunoréactives au sein de I’éminence médiane.

I1. Préparation du tissu

Les animaux ont été anesthésiés avec une solution de pentobarbital sodique (40
mg/kg) et perfusés par voie intracardiaque avec 50 ml d’une solution de Nacl 9 %o suivi de
300 ml d’un mélange de paraformaldéhyde a 4 % et d’acide picrique a 0,2 % (Somogyi et
Takagi, 1982) dans du tampon phosphate ( PB ) a 0,1 M, pH 7.,4.

Les cerveaux ont ét¢ prélevés du crane avec soin avec I’hypophyse attachée
ventralement, afin de préserver I’éminence médiane. Les blocs ont été post-fixés dans le
méme fixateur de perfusion pendant 24 heures a 4°C, et immergés par la suite durant toute la
nuit dans du tampon veronal sodique (TV. 0,1 M. pH 7,4) contenant du saccharose a 20% .
Les cerveaux ont été enrobés dans du Tissue-Tek. Ils ont été ensuite congelés dans de
I’isopentane a -80°C et stockés a la méme température jusqu’a utilisation.

Pour le marquage immunohistochimique, des sections frontales d’une épaisseur de 14
um ont été réalisées au cryostat a partir des cerveaux congelés, une coupe sur deux a été
récupérée sur toute 1’étendue rostro-caudale du NPV et de ’EM. Les coupes ont été¢ déposées

sur des lames gélatinées et stockées a -80°C.

III. Procédure immunohistochimique

La technique d’immunohistochimie a été utilisée pour détecter dans le tissu cérébral des

neuropeptides tels la CCK, la CRH, I’AVP et 'OXY.

1. Principe

Les sites antigéniques en question du tissu nerveux ont été détectés grace a la
technique indirecte d’immunoperoxydase faisant intervenir successivement deux
immunoglobulines G, la deuxieme étant couplée a la peroxydase. La procédure consiste a :

- appliquer dans un premier temps l’anticorps primaire spécifique de 1’antigéne

recherché et que 1’on veut visualiser. Il est préparé chez le lapin.
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- puis appliquer dans un deuxieéme temps I’anticorps secondaire marqué a la
peroxydase, dirigé contre ’anticorps primaire et préparé chez la chevre,
- et enfin révéler I’activité peroxydasique grace a un substrat le 4 chloro-1- naphtol et

donc la position de I’antigéne recherché.

2. Immunosérums

La spécificité des anticorps a €té testée notamment par des techniques classiques
permettant de tester ainsi la spécificité de la réaction immunohistochimique comme :
* Omettre le réactif (antisérum ou anticorps) primaire.
* Remplacer le réactif (antisérum ou anticorps) primaire par un sérum non immun ou
préimmun.
* Omettre le systéme de révélation (anticorps secondaire marqué par exemple).
* Inhiber l'activité de l'antisérum a l'aide de l'antigéne en préincubant le réactif primaire
(antisérum ou anticorps) avec l'antigéne. Les sites de liaison occupés par l'antigéne ne
pourront ainsi plus se fixer sur les molécules reconnues dans les tissus. Il s'agit donc d'un test

d'inhibition ou de compétition.

a. Anticorps anti-CCK

L’anticorps anti-CCK a été préparé chez le lapin (Pr Tramu) contre un immunogéne
constitué¢ de CCK couplé a la thyroglobuline bovine par I’intermédiaire du glutaraldéhyde. La

spécificité de cet anticorps a ét¢ précédemment démontrée par Juaneda et al. (1999).

b. Anticorps anti-CRH

L’anticorps anti-CRH a été préparé chez le lapin (Pr Tramu) contre un immunogéne
constitu¢ de CRH couplé a la thyroglobuline bovine par I’intermédiaire du glutaraldéhyde. La
spécificité de cet anticorps a été précédemment démontrée par Tramu et al. (1984) et Juaneda

et al. (1999).

c. Anticorps anti-OXY
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L’anticorps anti-OXY (16083, tebu-bio) est un anticorps polyclonal préparé chez le
lapin contre un immunogéne constitu¢ de 1’OXY couplé a thyroglobuline bovine par

I’intermédiaire d’un agent de couple le glutaraldéhyde.

d. Anticorps anti-AVP

L’anticorps anti-AVP est un anticorps polyclonal préparé chez le lapin (Pr
tramu) contre un immunogene constitué de I’AVP couplé a thyroglobuline bovine par
I’intermédiaire du glutaraldéhyde comme agent de couplage. La spécificité de cet

anticorps a ¢été précédemment démontrée par Tramu et al. (1984).

3. Protocole immunohistochimique

La technique utilisée est une technique d’immunoperoxydase indirecte, le chromogene
utilisé étant le 4 chloro-1- naphtol. Dans un premier temps, les coupes ont été¢ plongées sous
agitation et pendant 10 min dans un bain de tampon véronal 0,1 M contenant 0,01% de
thimérosal (TV). Les coupes ont été par la suite incubées, sous agitation pendant 2 heures,
dans un mélange de TV, de triton X-100 a 0,2% (TV-TX) et de caséine a 0,4%. Le triton X-
100 est un détergent utilisé pour perméabiliser le tissu et donc améliorer la pénétration des
anticorps dans les tissus. Puis, les coupes ont €été incubées, pendant une nuit a température
ambiante, avec I’anticorps anti-CCK dilué¢ au 1/300 dans du TV-TX, I’anticorps anti-CRH
dilué¢ au 1/300 dans du TV-TX, I’anticorps anti-AVP dilué au 1/300 dans du TV-TX ou avec
I’anticorps anti-OXY au 1/500 dans du TV-TX.

Apres deux ringages de 20 min dans du TV-TX et un ringage de 30 min sous agitation
dans du TV, les coupes de cerveau ont été incubées, pendant 2 heures a température ambiante,
avec un anticorps anti-IgG de lapin préparé chez la chévre et conjugué a la peroxydase (
Jakson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) dilué¢ au 1/150 dans du TV. Aprés trois ringages
de 10 min dans du TV et deux bains de 2 min dans de I’eau distillée, 1’activité peroxydasique
a été révélée grace au substrat 4 chloro-1-naphtol dans du Tampon TRIS (TT) 0,05, pH 7,6
contenant de I’eau oxygénée (H202 0,03%). En effet, ’eau oxygénée libérée d’une facon
progressive en présence du 4 chloro-1-naphtol et de 1’enzyme catalytique peroxydase va
permettre 1’oxydation du 4 chloro-1-naphtol dont le résultat correspond a un précipité¢ de
couleur violette (produit soluble dans 1’alcool, I’acétone). L’activité peroxydasique est

stoppée grace a un ringage dans de ’eau distillée au moment ou I’on observe sous le
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microscope un marquage conséquent (entre 4 et 10 min). Au fait, le temps de la révélation
dépend de ’anticorps utilisé, de la température ambiante du labo et aussi d’autres paramétres
expérimentaux pouvant intervenir dans la variation de ce temps. Les coupes de cerveaux ainsi
traitées sont ensuite montées entre lame et lamelle en utilisant comme milieu de montage de la

glycérine et enfin observées sous microscope pour étre photographiées.

1V. Double immunohistochimie

Elle a pour but d’étudier une éventuelle coexpression: CCK/CRH, CCK/AVP,
CCK/OXY, AVP/CRH et OXY/CRH dans les mémes neurones au niveau de la partie
parvicellulaire de NPV ou fibres au niveau de ’EM (externe et interne). Cela permettrait de
mieux comprendre la fonction hypophysiotrope de chaque neuropeptide dans notre modele
animal, la gerboise. Cette étude a été possible grace a I’utilisation de la procédure d’élution,
qui consiste a effacer un premier marquage et par la suite a faire un deuxi¢éme marquage afin
de repérer les cellules doublement immunoréactives (Tramu et al., 1978; Bello et al., 1992).
Pour wvalider cette technique, on a effectu¢ pour chaque réaction de double marquage un
contrdle qui consiste a appliquer un sérum de lapin a la place du deuxiéme anticorps, afin de
mettre en évidence I’effacement du premier marquage.

Apres la réalisation du premier marquage immunohistochimique et la prise de photos
microscopiques, les lames sont plongées dans un bain d’eau distillée pour enlever les lamelles
et les traces de glycérol et par la suite dans un bain d'acétone pendant quelques secondes
jusqu’a effacement du marquage. Le précipité bleu violet issu du 4-Cl 1-Naphtol oxydé est en
effet un produit soluble. Immédiatement apres, ces lames ont ét¢ immergées dans de 1’eau
distillée (2x2 minutes) afin d’éviter tout desséchement des coupes. Dans un deuxieme temps,
les coupes sont rincées respectivement avec un meélange de permanganate de potassium
(KMnO4, 2.5%) et d’acide sulfurique (H2SO4, 5%) pendant 1 minute, et avec une solution
de Na2S205 (0.1%) pendant quelques secondes, puis avec de [’eau distillée (2 min) et
finalement avec du TV (30 min). Pour faire un deuxiéme marquage apres effacement du
premier, les coupes sont incubées dans un anticorps primaire durant la nuit et a une
température ambiante. La suite de la procédure immunohistochimique est réalisée telle qu’elle

a été décrite précédemment.
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Cette procédure a permis d’analyser la répartition topographique des cellules
doublement marquées au niveau du NPV postérieur et antérieur d’une part et de quantifier les

cellules doublement marquées afin de comparer les deux groupes d’animaux d’autre part.

V. Analyse tissulaire

L'observation du marquage immunohistochimique dans les coupes histologiques a été
effectuée sous microscope photonique d'Aristoplan Leitz (Leica, Heidelberg, Allemagne) et
des photos microscopiques ont été prises avec le méme microscope relié a un appareil-photo
de Leica DC300. La prise de photos numériques a différents grossissements (X 2,5 ; X5 ;X 6
; X 12;x16; x20;x25;x40; x 50) a été possible grace a I’utilisation d’un logiciel
Leica ID50 et ont été utilisés.

Pour réaliser une cartographie rostro-caudale des neurones CCK-immnoréactifs (CCK-
IR) dans les régions hypothalamique et limbique, l'identification neuranatomique de ces
structures est basée sur les données issues de l'atlas du cerveau de rat (Paxinos et Watson,
1986) et sur celles précédemment publiées et qui prennent en considération la différence entre
le rat et le gerboise ( El Ouezzani et al., 2000, Boutahricht et al., 2005).

Le comptage des cellules immunopositives a été effectué¢ par observation directe sous

microscope.

VI. Analyse quantitative

La quantification des cellules immunoréactives (CCK-IR, CRH-IR, AVP-IR et OXY-
IR) dans le NPV parvicellulaire a été réalisée sur des coupes qui représentent les différentes
parties du NPV, et une valeur moyenne a été calculée pour chaque animal. Les résultats ont
été représentés par la moyenne du nombre relatif des cellules immunoréactives par coupe et
par groupe expérimental plus ou moins I’erreur standard a la moyenne (moyenne + SEM).
Pour [’analyse quantitative du nombre de cellules doublement marquées chez les deux
groupes d’animaux au niveau des parties antérieure et postérieure du NPV, les valeurs
obtenues représentent la moyenne du nombre relatif de cellules doublement marquées par
coupe et par zone (moyenne + SEM). L’analyse statistique entre chaque groupe a été
déterminée en utilisant le test d’égalité des variances (F-test) suivi d’un test de student (t-test),

P<0.05 étant considéré comme significatif.
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RESULTATS ET DISCUSSION



PREMIERE PARTIE

Etude de la plasticité phénotypique des neurones a
CRH et a CCK dans la partie parvicellulaire du
NPV suite a un stress d’immobilisation chez la
gerboise



Reésultats

I. Etude de la distribution topographique des neurones CCK-IR dans les

régions hypothalamique et limbique des gerboises controles

Notre ¢étude immunohistochimique menée chez la gerboise, utilisant des anticorps
anti-CCK, a montr¢ la présence de neurones CCK-IR dans I'hypothalamus et 'amygdale (Fig.
3A). Plus précisément, la majorit¢ de ces neurones occupent [’aire préoptique médiane
(MPO), les noyaux supraoptique (SON) et paraventriculaire (NPV) hypothalamiques, 1’aire
rétrochiasmatique (RCH), le noyau arqué (ARC) et les divers noyaux de 1’amygdale (AM).
Ce pattern de distribution topographique des neurones CCK-IR est comparable chez les
gerboises contrdles (groupe CC) et stressées (groupe SC) et ne dépend en aucun cas des

conditions expérimentales auxquelles les gerboises ont été soumises.

I1. Etude comparative de I’expression de la CCK et de la CRH au niveau de

la partie parvicellulaire du NPV chez des gerboises controles et stressées

Comme mentionné précédemment, le pattern de distribution des cellules CCK-IR au
niveau de la partie parvicellulaire du NPV chez la gerboise ne dépend pas des conditions
expérimentales (groupe SC comparé au groupe CC; Fig. 4A, B). Dans les deux groupes
expérimentaux, la localisation des neurones CCK-IR est limitée au secteur parvicellulaire
adjacent au troisiéme ventricule (Fig. 2A, B, C) et I’utilisation d’un fort grossissement optique
nous a permis d’évaluer la densité ainsi que la disposition précise de ces cellules (Figs. 3B et
4A°, B).

L’analyse quantitative du nombre de cellules CCK-IR dans la partie parvicellulaire du
NPV a révél¢ une différence significative du nombre moyen de ces cellules-IR dans les deux
groupes controle et stressé (t = 3,23 ; 7,95+0,53 versus 18,65 +2,15 ; *P<0,05 ; Fig. 6 ). Ceci
représente une importante augmentation de 135% chez le groupe d’animaux stressés (SC) par
rapport au groupe d’animaux contrdles (CC).

Le pattern de distribution des cellules CRH-IR au niveau de la partie parvicellulaire du
NPV chez la gerboise controle est le méme que celui observé chez la gerboise stressée (Fig.

5A, B), aussi ce pattern de distribution apparait différent de celui des cellules CCK-IR. En
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effet, les cellules CRH-IR sont plus latérales et décalées vers la partie magnocellulaire (Figs.
3B et 1A, B). L’observation au fort grossissement optique des cellules CRH-IR au niveau de
la partie parvicellulaire du NPV chez les deux groupes d’animaux montre d’une fagon plus
claire la disposition de ces cellules-IR ainsi que leur densité qui apparait plus forte chez le
groupe stressé (Fig. SA’, B’). L’analyse quantitative du nombre de cellules CRH-IR dans le
NPV parvicellulaire a montré une différence significative dans le nombre moyen des cellules-
IR chez les deux groupes controle et stressé (t = 30,22 ; 27,00+0,76 versus 61,45 +0,86 ;
*#%P<0,001 ; Fig. 6 ). Ceci représente une importante augmentation de 128% chez le groupe

SC par rapport au groupe CC.

III. Etude de la coexpression intraneuronale de la CCK et de la CRH au

niveau de la partie parvicellulaire du NPV et de I’éminence médiane (EM)

La fiabilité de la procédure d’¢lution a été validée en démontrant sur la méme section
l'efficacité de 1’effacement du premier marquage a la CCK avant d’appliquer le deuxi¢éme
marquage a la CRH (Fig. 7A, B). On note une parfaite discordance dans les patterns de
distribution des neurones a CCK et ceux a CRH (Fig. 3B). De plus, les neurones a CCK ne
paraissent jamais immunoreactifs pour la CRH chez les deux groupes d’animaux CC et SC
(Fig. 7C, D). En corrélation avec I’absence de double marquage CCK/CRH, les neurones
CCK-IR du NPV occupent habituellement une position plus médiane par rapport a celle des
neurones CRH-IR (Fig ; 3B) et donc une discordance dans leurs patterns de distribution.
Quelque soit le groupe expérimental étudié, on observe une présence trés discrete des fibres
CCK-IR au niveau de la zone interne de 1’éminence médiane (Fig. 2D, E). Concernant la
zone externe, la densité de ces fibres est extrémement faible (Fig. 2D, F). A la différence des
fibres CCK-IR, la majorité des fibres CRH-IR est localisée au niveau de la zone externe de
I’éminence médiane, formant un plexus trés dense (Figs. 1C, D et 8D). La zone interne
montre une densité moindre des fibres CRH-IR (Fig. 8B). Suite a I’utilisation de la procédure
d’¢lution, nous avons clairement démontré que la CCK n’est jamais coexprimée dans les
fibres 4 CRH au niveau de la zone externe et interne de I’éminence médiane aussi bien chez

les animaux contrdles que stressés (Fig. 8A, B, C, D).
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Discussion

Suite a 1’étude immunohistochimique que 1’on a mené chez la gerboise colchicinisée,
on constate que les neurones immunopositifs a la CCK et a la CRH sont présents dans le NPV
parvicellulaire, site hypothalamique connu pour jouer un réle pilote dans la commande de la
réponse neuroendocrine suite a un stress (Sawchenko et al., 1984b et 1987a; Harbuz et al.,
1990; Herman et al., 1995; Karalis et al.,, 1997; Bartanusz et al., 1993 ). Ces résultats
correlent bien ceux trouvés chez le rat ( Kiss et al., 1984; Swanson et al., 1986 ; Ceccatelli et
al., 1989).

Dans les deux groupes expérimentaux, la distribution des neurones CCK-
immunoreactifs (CCK-IR) a été limitée au secteur parvicellulaire du c6té attenant au troisiéme
ventricule. Chez la gerboise, on a noté 1’absence de cellules CCK-IR dans la partie
magnocellulaire du NPV contrairement aux résultats trouvés chez le rat. Par conséquent la
CCK ne semble pas étre impliquée dans la régulation osmotique chez la gerboise, suggérant
des différences interspécifiques de la réponse neuroendocrinienne entre les deux espéces.

Au niveau de l'éminence médiane de la gerboise, les fibres CCK-IR se trouvent
principalement dans la zone interne. Dans la zone externe, la présence de ces fibres est
extrémement faible tandis que les fibres CRH-IR formant un plexus trés dense sont
concentrées principalement dans la zone externe. En conséquence, le pattern de distribution
des fibres CCK-IR et CRH-IR au niveau de 1'éminence médiane chez la gerboise est différent
de celui du rat (Juaneda et al., 1999). Ceci est en accord avec le résultat qui montre I’absence
de toute coexpression de la CCK et de la CRH au niveau des mémes fibres.

Malgré la tres faible présence des fibres CCK-IR au niveau de la zone externe de
'éminence médiane qui peut étre liée a une libération plus importante de la CCK dans le sang
porte chez la gerboise comparée au rat, on ne peut exclure un éventuel réle hypophysiotrope
de la CCK chez la gerboise.

En outre, nous avons examiné l'effet du stress d'immobilisation sur la densité des
neurones a CCK et a CRH au niveau de la partie parvicellulaire du NPV. Le stress
d'immobilisation aigu fait partie de nombreux types de stress neurogéniques qui activent l'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Il constitue un stimulus stressant intéressant a étudier
car il induit une augmentation d'expression de ’ARNm et du peptide CRH parvicellulaire du

NPV ainsi qu’une hypersécrétion d’ACTH suivie d’une hypersécrétion de la corticostérone
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(Wong et al., 2000). De facon différente, un stress d'immobilisation chronique peut provoquer
en plus la perturbation de différents rythmes circadiens provenant de I'hypersécrétion
journaliére de la melatonine (Rodrigues et al., 2000). La présente étude pour laquelle on a
employé¢ le stress aigu d’immobilisation montre qu'une immobilisation de 30 minutes
provoque une augmentation significative du nombre de neurones a CRH au niveau de la partie
parvicellulaire du NPV, indiquant une plasticité neuroendocrinienne de la CRH liée au stress
d’immobilisation chez la gerboise. Aussi, le nombre de neurones CCK-IR dans la partie
parvicellulaire du NPV a augmenté de maniére significative chez les gerboises soumises a un
stress d’immobilisation comparées aux controles, montrant que le stress d'immobilisation peut
stimuler I'expression de la CCK au niveau parvicellulaire du NPV. Ceci suggére qu’en plus de
la CRH, la CCK est un des neuropeptides impliqués dans la réponse au stress en contrélant
I’activité de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien chez la gerboise. D'autres nouveaux
neuropeptides récemment identifiés dans 1’hypotalamus de la gerboise, tel que "’EM66
peuvent également participer aux mécanismes neuroendocriniens de régulation permettant a
l'animal de s'adapter aux stimuli stressants (Boutahricht et al., 2005).

Etant donné que la CCK participe a la plasticité phénotypique des neurones a CRH en
fonction des circonstances (Juaneda et al., 2001; Tilders., 1993), nous avons également étudié
chez les gerboises controles et stressées, par double immunohistochimie, 1’éventuelle
colocalisation de ces deux neuropeptides dans la partie parvicellulaire du NPV et au niveau de
I'éminence médiane. Contrairement au rat (Mezey et al., 1985; Juanda et al., 2001), les
résultats chez la gerboise prouvent que la CCK n'est jamais coexprimée dans les neurones a
CRH des animaux contrdles et stressés et mettent en évidence que la CCK et la CRH ne sont
pas colibérées dans le sang porte dans certaines conditions physiologiques et expérimentales.
Ceci est a rapprocher du fait que contrairement au rat, les neurones CRH-IR de la gerboise ont
montré un pattern de distribution tout a fait différent de celui des neurones CCK-IR dans la
partie parvicellulaire du NPV et 1'éminence médiane. L'augmentation de I’expression de la
CCK suite a un stress d'immobilisation ne semble pas étre complétement destinée a la
projection periportale. Puisque d'une part, les neurones a CRH chez la gerboise n’expriment
pas la CCK et, d'autre part, les neurones a CCK du NPV sont fortement sollicités au moment
du stress d'immobilisation, la destination des projections de ces neurones a CCK reste
inconnue. Tenant compte de la divergence anatomique des deux systémes neuronaux, il est
peu probable qu'il y ait une interaction intracellulaire entre la CCK et la CRH chez la

gerboise. Par contre, une éventuelle régulation de I’activité de 1’axe hypothalamo-hypophyso-
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surrénalien par la CCK sur peut étre exercée par une interaction intercellulaire entre la CCK et
la CRH.

Les résultats actuels suggerent une différence interspécifique dans le mécanisme des
régulations neuroendocriniennes entre rat et gerboise. A ce propoos, les données précédentes
ont montré que la gerboise semble avoir un systéeme hypothalamo-neurohypophysaire « down-
regulé» comparativement au rat. En effet, le contenu de la vasopressine et sa libération a
partir du lobe neural ne changent pas suite a une déshydratation chez la gerboise par rapport a
son controle (Ragi et al., 1994). Puisque les deux espéces ont deux styles de vie différents, il
n'est pas étonnant que pour faire face aux conditions séveres et stressantes qui caractérisent
I’environnement de vie de la gerboise, celle ci déclenche diverses régulations adaptatives
neuroendocriniennes impliquant des mécanismes hypothalamiques qui peuvent étre différents
de ceux du rat.

Chez les mammiféres en hibernation, I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
montre un autre aspect fonctionnel qui diverge par rapport a celui du rat. A ce propos, le
résultat final de 'activation de I’axe implique la libération périphérique de cortisol (Saboureau
et al., 1980 ; Shivatcheva ., 1988) ) et non pas de corticostérone comme chez le rat ( Juaneda
., 1999).

En conclusion, la présente étude menée chez la gerboise montre bien la présence de
CCK et de CRH dans les neurones de la partie parvicellulaire du NPV. Aussi, nos résultats
argumentent bien leur implication respective dans le controle du stress. L’absence de la CCK
dans les neurones parvicellulaires a CRH du NPV chez les gerboises controles et stressées,
suggere que les mécanismes de régulation de la réponse au stress impliquant la CRH et la
CCK sont différents chez la gerboise comparée au rat. En conséquence, les présents résultats
viennent renforcer davantage 1’idée que les mécanismes physiologiques adaptatifs aux

conditions environnementales varient d’une espece a I’autre.
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DEUXIEME PARTIE

Etude de la plasticité phénotypique des neurones a
AVP dans la partie parvicellulaire du NPV suite a un
stress d’immobilisation chez la gerboise



Résultats

I. Etude de la distribution topographique des neurones AVP-IR dans le

NPV des gerboises controles

Suite a I’immunohistochimie utilisant des anticorps anti-AVP, on a observé une
importante densité¢ des neurones AVP-IR qui occupent la partie parvicellulaire du NPV de la
gerboise stressée (Fig. 9A, B, C). Les corps cellulaires AVP-IR sont principalement
concentrés dans les noyaux médians du NPV parvicellulaire tout au long de son extension
rostro-caudale. Un tel pattern de distribution topographique des neurones AVP-IR ne dépend
en aucun cas des conditions expérimentales auxquelles les gerboises ont été soumises

puisqu’il est comparable chez les deux groupes de gerboises contrdles et stressées.

II. Etude comparative de I’expression de I’AVP au niveau de la partie

parvicellulaire du NPV chez des gerboises controles et stressées

Pour explorer l'effet du stress d'immobilisation sur l'expression de I’AVP dans la partie
parvicellulaire du NPV chez la gerboise, 1’analyse quantitative du nombre de cellules AVP-IR
dans la partie parvicellulaire du NPV montre qu’aucune différence significative n’existe entre
les deux nombres moyens des cellules AVP-IR chez les deux groupes contrdle et stressé (t =

0,78 ; 70.45+1.67 versus 72.25+1.62 ; P<0,05 ; Fig. 11).

III. Etude de la coexpression intraneuronale de ’AVP avec la CCK et la
CRH (AVP/CCK et AVP/CRH) au niveau de la partie parvicellulaire du

NPV et de ’éminence médiane

Pour étudier la coexpression AVP/CCK et AVP/CRH dans la partie parvicellulaire du
NPV et de 1'éminence médiane, la fiabilité du procédé d'élution a été¢ validée en démontrant
sur la méme coupe l'efficacité de I’effacement du premier marquage c’est a dire la premicre
réaction IHC a ’AVP avant la réalisation du deuxiéme marquage c’est a dire la réaction IHC
a la CCK ou a la CRH. En effet, on observe, sur la méme coupe, la disparition compléte de

certaines cellules qui étaient fortement marquées (premicre réaction) et qui ne sont donc pas
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doublement marquées (Figs. 12A, B; 13A, B). Les résultats obtenus montrent que plusieurs
neurones AVP-IR sont également CCK-IR (Fig. 12A, B) ou CRH-IR (Fig. 13 A, B) chez les
deux groupes d’animaux stressés et controles. L’emplacement des cellules doublement
marquées AVP/CCK semble différent de celui des cellules AVP/CRH : en fait les cellules
AVP/CCK doublement immunopositives ont une position plus médiane que celles des
cellules AVP/CRH-IR (Fig. 14A, B). Ceci corréle parfaitement les résultats précédemment
obtenus concernant le pattern de distribution des neurones CCK-IR au niveau de la partie
parvicellulaire du NPV qui occupent une position plus médiane que celle des neurones CRH-
IR (Fig. 3B).

La double immunohistotochimie effectuée au niveau de I’éminence médiane a révélé
que quelque soit le groupe expérimental étudié, on observe une trés forte densité de fibres
AVP-IR formant un plexus au niveau de la zone interne de I’éminence médiane (Fig. 10A,
B). Au niveau de sa zone externe, on note la présence d’un réseau moins dense de fibres
AVP-IR en particulier autour des capillaires (Fig. 10A, C). A la différence des fibres AVP-
IR, la majorité des fibres CRH-IR forme un plexus trés dense au niveau de la zone externe de
I’éminence médiane de la gerboise; tandis que la zone externe contient trés peu de fibres
CRH-IR (Fig. 13D). Ces résultats relatifs a la distribution topographique des fibres AVP-IR
et CRH-IR au niveau de I’éminence médiane corré¢lent ceux qui démontrent trés clairement
que ’AVP est coexprimée dans les fibres 8 CRH au niveau de la zone externe de 1’éminence
médiane aussi bien chez le groupe controle non colchicinisé (NC) (Fig. 13C, D) que chez le
groupe stressé non colchicinisé (NS).

En ce qui concerne la coexpression CCK/AVP dans I’éminence médiane, elle est bien
présente au niveau de sa zone externe chez les gerboises controles et stressées (Fig. 12C, D).
Une analyse quantitative comparative chez les deux groupes d’animaux (contrdles et stressés)
du nombre de cellules AVP/CCK au niveau de la partie parvicellulaire du NPV montre qu’il
n’ y a pas de différence significative entre les deux nombres moyens de cellules doublement
immunomarquées chez les deux groupes d’animaux controles et stressés (t = 0,93 ; 5,15+0,25
versus 4,9+0,11 ; P<0,05 ; Fig. 15A). La méme analyse quantitative du nombre de cellules
AVP/CRH doublement marquées montre qu’aucune différence significative n’existe entre les
deux nombres moyens de ces cellules doublement immunomarquées chez les deux groupes
contrdles et stressés (t = 1,65 ; 8,1+0,15 versus 8,53+0,22 ; P<0,05 ; Fig. I5A ). En fait, dans
les deux cas de double marquage étudiés (AVP/CCK et AVP/CRH), le nombre des cellules
doublement marquées reste insensible aux conditions expérimentales auxquelles les animaux

ont été soumises.

45



Une autre analyse quantitative comparative dans les deux parties postérieure et antérieure du
NPV du nombre des cellules doublement marquées chez le groupe d’animaux controles,
montre que la coexpression AVP/CCK est quantitativement plus importante dans le NPV
postérieur par rapport au NPV antérieur (t = 10,25 ; 7,240,27 versus 3,1£0,2 ; ***P<0,001 ;
Figs.14A et 15B). Par contre la coexpression AVP/CRH est quantitativement plus importante
dans le NPV antérieur par rapport au NPV postérieur (t = 7,29 ; 11,2+0,67 versus 5+0,39 ;
*#%p<0,001 ; Figs. 14B et 15B).

Discussion

Notre étude immunohistochimique chez la gerboise montre que des neurones AVP-IR
sont présents dans la partie parvicellulaire du NPV. Le mode de distribution des neurones
AVP-IR dans le NPV chez la gerboise ressemble a celui observé chez le rat (Sawchenko et
Swanson., 1982; Sawchenko., 1984). D’autre part, la présence de neurones AVP-IR dans la
partie magnocellulaire du NPV chez la gerboise constitue un argument en faveur de
l'implication de I’AVP dans la régulation osmotique chez cette espéce.

Des données fonctionnelles préalables ont prouvé que la gerboise semble avoir un
systeme hypothalamo-neurohypophysaire « down-regulé» comparativement au rat. Ainsi, le
contenu et la libération de la vasopressine a partir du lobe neural de la gerboise sont
quantitativement semblables chez des animaux controles ou deshydratés (Raji et al., 1994).

Au niveau de I’éminence médiane, les fibres AVP-IR se trouvant principalement dans
la zone interne et forment un plexus trés dense, alors qu’au niveau de la zone externe se forme
un plexus beaucoup moins dense. Enfin, le mode de distribution des fibres AVP-IR dans
I'éminence médiane de la gerboise ressemble a celui observé chez le rat (Zimmerman et al.,
1977, Villar., 1994) et suggere un effet hypophysiotrope certain de I’AVP chez la gerboise.

Par ailleurs, on constate que, dans I'éminence médiane externe de la gerboise, les
fibres AVP-IR forment un plexus moins dense que celui formé par les fibres CRH-IR. En ce
qui concerne les fibres CCK-IR de l'éminence médiane externe, leur distribution est trés
limitée. Au passage, notons que les résultats trouvés dans cette deuxiéme partie du travail

concernant le pattern de distribution des fibres CRH-IR et CCK-IR au niveau de I'éminence
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médiane de la gerboise correspondent parfaitement a ceux trouvés dans la premiére partie de
ce travail (Barakat et al., 2006).

Nous avons ensuite examiné l'effet du stress d'immobilisation sur la densité des
neurones & AVP au niveau de la partie parvicellulaire du NPV. Le stress aigu
d'immobilisation fait partie de nombreux types de stress neurogéniques qui activent l'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien et constitue a cet égard un stimulus stressant intéressant
a ¢étudier car induisant une augmentation d'expression de ’ARNm et du peptide CRH
parvicellulaire du NPV ainsi qu’une hypersécrétion d’ACTH suivie d’une hypersécrétion de
corticostérone (Wong et al., 2000). La présente étude qui a employé un stress aigu
d’immobilisation de 30 minutes ne provoque aucun changement significatif du nombre des
cellules AVP-IR au niveau de la partie parvicellulaire du NPV. Cependant, on a montré dans
les résultats de la premiere partie de ce travail que le méme stress aigu d’immobilisation
provoquait une forte augmentation du nombre des neurones a8 CRH et a CCK au niveau de la
partie parvicellulaire du NPV, soulignant la plasticité neuroendocrinienne de la CRH et de la
CCK dans la régulation de la réponse au stress chez la gerboise (Barakat et al., 2006). Ceci
suggere que, chez la gerboise, la CRH et la CCK sont parmi les neuropeptides engagés dans la
réponse aux stimuli stressants impliquant 'activité de I'axe corticotrope. Contrairement a la
CCK et a la CRH, I’expression de I’AVP au niveau du NPV parvicellulaire ne dépend pas du
stress aigu d'immobilisation. De telles conclusions avaient été tirées précédemment chez le rat
(Juaneda et al.,, 1999). Cependant, d’autres travaux indiquent qu’un stress aigu
d'immobilisation d’une durée de 2 heures provoque une augmentation significative de
I’ARNm de la AVP parvicellulaire chez le rat (Bartanusz et al., 1993 ). Compte tenu de
I’ensemble de ces résultats, nous ne pouvons exclure que la durée du stimulus joue un role
critique dans le contrdle de la plasticité neuronale phénotypique au sein du NPV. Ces données
suggerent ¢galement une éventuelle différence entre la gerboise et le rat dans les mécanismes
de régulation de la réponse au stress impliquant I’AVP, la CCK et la CRH (Barakat et al.,
2006). Encore une fois, ceci pourrait renforcer 1’idée d’une variation interspécifique dans les
mécanismes physiologiques adaptatifs aux conditions environnementales.

Du fait que ’AVP participe a la plasticité phénotypique des neurones a CRH dans le
NPV en fonction des circonstances physiologiques (Sawchenko et al., 1984; Tramu et al.,
1983; Watts et al., 1995) , nous avons étudié dans ce travail la coexpression AVP/CRH dans
les neurones de la partie parvicellulaire du NPV et au niveau des fibres de I'éminence médiane
chez des gerboises contrdles et stressées. Les résultats ont montré que les neurones a AVP

coexprimaient la CRH au niveau de la partie parvicellulaire du NPV et que les fibres a AVP
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coexprimaient la CRH dans la zone externe de 1'éminence médiane, ceci a la fois chez les
gerboises contrdles et stressées. Des résultats comparables ont été décrits chez le rat (Whitnall
et al., 1987). Ceci peut suggérer, chez la gerboise, un role autocrine, paracrine ou endocrine
de ’AVP parvicellulaire qui ne dépendrait pas du stress aigu d’immobilisation puisque ni
I’expression de I’AVP ni la coexpression AVP/CRH ne présentent de fluctuation suite a un
stress d’immobilisation de 30 minutes. D’autre part, le nombre de cellules parvicellulaires
coexprimant AVP/CRH est quantitativement plus important dans le NPV antérieur; ce qui
pourrait laisser supposer que la population antérieure 8 CRH aurait un potentiel plastique plus
élevé.

Ce travail a par ailleurs montré que le niveau de coexpression AVP/CCK ne dépend
pas du stress du fait que le nombre de cellules AVP/CCK ne change pas suite a un stress
d’immobilisation. Une telle coexpression est quantitativement plus importante dans le NPV
postérieur que dans le NPV antérieur.

Ces derniers résultats démontrent la présence d’au moins deux populations neuronales
a AVP dans la partie parvicellulaire du NPV de la gerboise puisque CCK et CRH ne
colocalisent jamais a ce niveau (Barakat et al., 2006). Nos résultats corroborent les données
préalables suggérant l'existence de plusieurs groupes de neurones phénotypiquement distincts
dans la partie parvicellulaire du NPV, chacun étant caractéris€ par sa capacité a régler
l'expression du neuropeptide en fonction d’un stimulus spécifique (Watts et al., 1995; Tilders
etal., 1993).

En conclusion, la présente ¢tude, apreés avoir cerné la présence d’AVP dans les
neurones de la partie parvicellulaire du NPV de la gerboise, a montré que le taux d’expression
d’AVP n’était pas influencé par un stress aigu d’immobilisation. Aprés avoir été mises en
¢vidence, les colocalisations AVP/CRH et AVP/CCK dans les neurones parvicellulaires du
NPV se montrent également insensibles au stress aigu d’immobilisation : ceci suggere des
différences entre la gerboise et le rat dans les mécanismes de régulation de la réponse
neuroendocrinienne a un stress impliquant la CRH, la CCK ou I’AVP. La présence des
colocalisations AVP/CRH et AVP/CCK et I’absence d’une colocalisation CCK/CRH chez les
gerboises contrdles et stressées démontrent la présence d’au moins deux populations

neuronales & AVP dans la partie parvicellulaire du NPV chez la gerboise.
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TROISIEME PARTIE

Etude de la plasticité phénotypique des neurones a
OXY dans la partie parvicellulaire du NPV suite a
un stress d’immobilisation chez la gerboise



Reésultats

I. Etude de la distribution topographique des neurones OXY-IR au sein du
NPV des gerboises controles

les neurones OXY-IR sont situés dans les noyaux médians du NPV parvicellulaire,
s’étendant tout au long de son extension rostro-caudale. Plus on s’¢loigne du troisiéme
ventricule vers la partie latérale, plus la densité des neurones augmente jusqu'a ce qu’elle
atteigne son maximum au voisinage de la partie magnocellulaire (Fig. 16A, B, C). Cette
derniére contient des cellules de grande taille fortement marquées et formant un amas tres
dense de cellules qui occupent la partie la plus latérale du NPV. De ce fait cette partie est
beaucoup plus facile a identifier. Cette distribution topographique des neurones OXY-IR ne
dépend en aucun cas des conditions expérimentales auxquelles les gerboises ont été soumises.

En effet, elle est similaire chez les deux groupes de gerboises controle (CC) et stressé (SC).

II. Etude comparative de P’expression de ’OXY au niveau de la partie

parvicellulaire du NPV chez des gerboises controles et stressées

Une analyse quantitative du nombre de cellules OXY-IR dans la partie parvicellulaire
du NPV a été indispensable pour évaluer I’impact du stress d'immobilisation (1/2 h) sur
l'expression de ’OXY dans la partie parvicellulaire du NPV chez la gerboise. Cette analyse
montre qu’aucune différence significative n’existe entre les deux nombres moyens de ces
cellules-IR chez les deux groupes d’animaux contrdle et stressé (t = 0,47 ; 98,18+2,76 versus

99,8+2,11 ; P<0,05 ; Fig. 20A).

III. Etude de la coexpression intraneuronale de ’OXY avec la CCK et la
CRH (OXY/CCK et OXY/CRH) au niveau de la partie parvicellulaire du

NPV et de ’éminence médiane

La procédure d'élution nous a permis, encore une fois, d’effectuer une double réaction
immunohistochimque et donc un double marquage sur la méme coupe afin d’¢tudier la

coexpression OXY/CCK et OXY/CRH dans la partie parvicellulaire du NPV et de I'éminence
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médiane. Elle nous a permis aussi d’évaluer 1’effet du stress d’immobilisation sur de telles
coexpressions.

La fiabilité de cette procédure d'élution a été validée en démontrant sur la méme coupe
l'efficacité de I’effacement du premier marquage a OXY (téte de fleche blanche) avant la
réalisation du second marquage. En fait, on observe sur la méme coupe la disparition
complete de certaines cellules fortement marquées (premicre réaction a OXY) qui ne seront
pas CRH -doublement marquées (Fig. 18A, B, C, D).

Plusieurs neurones OXY-IR coexpriment la CRH (fleche noire; Fig. 18A, B) et peu
de cellules la CCK (fleche noire ; Fig. 18C, D) chez les deux groupes d’animaux stressés et
controles. La distribution topographique des cellules doublement marquées OXY/CCK
semble différente de celle des cellules OXY/CRH. Ainsi les cellules OXY/CCK doublement
marquées sont situées en position plus médiane par rapport aux cellules OXY/CRH (Figs.
18A, B, C, D et 21A, B). Ceci corrobore parfaitement les résultats précédemment trouvés sur
le pattern de distribution des neurones CCK-IR au niveau de la partie parvicellulaire du NPV
qui ont une position plus médiane que celle des neurones CRH-IR (Fig. 3B).

Chez les deux groupes expérimentaux ¢étudiés contrdole (NC) et stressé (NS), on
observe une tres forte densité de fibres OXY-IR formant un dense plexus au niveau de la
zone interne de 1I’éminence médiane (Fig. 17A, B). Au niveau de la zone externe, on observe
une faible présence de fibres OXY-IR en particulier autour des capillaires (Fig. 17A, C). A la
différence des fibres OXY-IR, la majorité¢ des fibres CRH-IR forme un plexus trés dense au
niveau de la zone externe de I’éminence médiane de la gerboise; tandis que la zone interne
contient trés peu de fibres CRH-IR (Fig. 13D). Les données de la double immunohistochimie
montrent la colocalisation de ’OXY dans les fibres a CRH au niveau de la zone externe et
interne de 1’éminence médiane (Fig. 19A, B, C, D) bien que leurs patterns respectifs de
distribution paraissent différents. Ces résultats ont été observés chez les deux groupes
d’animaux controles et stressés non colchicinisés. Par contre, on n’a jamais pu observer, chez
les gerboises contrdles et stressées, la coexpression de la CCK et de I’OXY au niveau des
mémes fibres de 1’éminence médiane.

L’analyse quantitative comparative du nombre de cellules OXY/CCK doublement
marquées au niveau de la partie parvicellulaire du NPV chez les deux groupes d’animaux
controles et stressés montre qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux
moyennes du nombre de ces cellules-IR dans les deux groupes d’animaux contrdles et stressés

(t=1;0,89+0,04 versus 0,83+0,04 ; P<0,05 ; Fig. 20B ).
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L’analyse quantitative du nombre de cellules OXY/CRH doublement marquées
montre qu’aucune différence significative n’existe entre les deux nombres moyens de ces
cellules-IR chez les deux groupes contrdle et stressé (t = 0,72 ; 6,5+0,45 versus 5,98+0,57 ;
P<0,05; Fig. 20B ). Aussi dans les deux cas ¢tudiés de double marquage (OXY/CCK et
OXY/CRH), le nombre des cellules-IR doublement marquées reste insensible aux conditions
expérimentales auxquelles les animaux ont été soumises.

Une autre analyse quantitative comparative du nombre de cellules doublement
marquées dans les deux parties postérieure et antérieure du NPV chez le groupe d’animaux
controles, montre que la coexpression OXY/CRH est quantitativement plus importante dans le
NPV antérieur par rapport au NPV postérieur (t = 5,11 ; 4,4+0,38 versus 2,1+0,25;
*#%P<0,001 ; Figs. 20C et 21B ). En raison du manque de données (faible présence de
doubles marquages OXY/CCK), il ne semble pas fiable d’appliquer 1’analyse quantitative du
nombre de cellules doublement marquées OXY/CCK dans les deux parties postérieure et
antérieure du NPV. Par contre, les cellules doublement marquées OXY/CCK présentent une
homogénéité de leur pattern de distribution a travers toute la partie parvicellulaire du NPV

(Fig. 21A).

Discussion

Une étude immunohistochimique du pattern de distribution des neurones a 0XY dans
le NPV de la gerboise est utile pour mieux comprendre la plasticité de ces neurones en
particulier suite a un stress aigu. En fait, en plus d’une présence classique des neurones a
OXY dans la partie magnocellulaire du NPV, on trouve également chez la gerboise des
neurones & OXY dans la partie parvicellulaire du NPV connue pour leur role clé dans la
réponse neuroendocrinienne liée au stress ( Sawchenko et al., 1984; Bartanusz et al., 1993;
Paulmyer-Lacroix., 1995 ). Le mode de distribution des neurones OXY -IR dans le NPV chez
la gerboise ressemble a celui observé chez le rat (Sawchenko et Swanson, 1982 ; Condes-
Lara et al 2003). Au niveau de I’éminence médiane de la gerboise, nous avons mis en
évidence :

1) une tres forte densité de fibres OXY-IR formant un plexus dense au niveau de la
zone interne, et

2) au niveau de la zone externe une présence plutdt faible de fibres OXY-IR distribuée

en particulier autour des capillaires sanguins.
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Ce pattern de distribution ressemble a celui déja décrit chez le rat (Villar., 1994 ;
Antoni et al., 1988). Ces résultats ainsi que ceux relatés précédemment sur le pattern de
distribution des fibres a CRH dans le NPV et ’EM nous permettent d’entrevoir des
similitudes avec ’OXY en particulier au sujet des efférences des neurones a CRH et OXY qui
sont apposées aux vaisseaux portes de I’éminence médiane pour y déverser leur contenu a
destination du lobe antérieur de 1’hypophyse. Ce mode de distribution qui suggere un effet

hypophysiotrope de I’ OXY a été observé chez d’autres especes (Kikusui et al., 1997).

En considérant les résultats obtenus au niveau de la zone externe de 1’éminence
montrant que les fibres 8 CRH forment un plexus trés dense contrairement aux fibres a CCK
et OXY moins nombreuses, nous pouvons désormais dégager le degré d’implication de
chacun de ces neuropeptides dans le controle de la fonction hypophysiotrope chez la gerboise

dans les conditions expérimentales choisies.

Nous avons aussi examiné l'effet du stress d'immobilisation sur la densité des
neurones a OXY au niveau de la partie parvicellulaire du NPV. Le stress aigu
d'immobilisation fait partie de nombreux types de stress neurogéniques qui activent l'axe
hypothalamo- hypophyso-surrénalien. Les raisons du choix particulier de ce type de stress ont
été déja citées dans la premicre et la deuxieme partie de ce travail. Donc, la présente étude
basée sur un stress aigu d’immobilisation a montré qu'une immobilisation de 30 minutes ne
provoque aucun changement significatif du nombre des cellules OXY-IR au niveau de la
partie parvicellulaire du NPV. Aprés avoir suivi la méme procédure expérimentale, les
résultats de la premicre partie de ce travail ont montré qu’un stress aigu d’immobilisation
provoquait une forte augmentation du nombre des neurones a8 CRH et a CCK au niveau de la
partie parvicellulaire du NPV, soulignant la plasticité neuroendocrinienne de la CRH et de la
CCK dans la régulation de la réponse au stress chez la gerboise (Barakat et al., 2006). Par
conséquent, contrairement a la CCK et a la CRH qui sont impliqués dans la réponse aux
stimuli stressants en mobilisant l'activité¢ de I'axe corticotrope, I’expression parvicellulaire de
I’OXY comme celle de ’AVP (voir deuxiéme partie de ce travail) ne dépend pas du stress
aigu d'immobilisation. Cependant, des données obtenues chez le rat ont montré que suite a un
stress osmotique, une augmentation de I’activité métabolique de ’OXY a été observée non
seulement dans la partie magnocellulaire mais aussi dans la partie parvicellulaire du NPV,
indiquant que 1’OXY parvicellulaire peut étre impliquée dans la réponse au stress

(Giovannelli et al., 1992). Par ailleurs, d’autres travaux ont montré une évidente implication
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des cellules a OXY du NPV parvicellulaire dans la médiation des signaux induits par un
stress osmotique et le nombre limité des neurones a OXY activés peut expliquer leurs
spécialisations fonctionnelles sélectives pour ce type de stress (Pirnik et al., 2004). D’autres
résultats ont démontré que le stress osmotique (1h) et le stress d’immobilisation (2h) sont des
stimuli puissants qui peuvent augmenter 1’expression des neurones a OXY au niveau du NPV
(Pirnik et Kiss., 2005). Compte tenu de ces résultats, nous ne pouvons pas exclure que la
durée et le type du stimulus jouent un role critique dans le contrdle de la plasticité des
neurones 3 OXY du NPV. Ces données suggerent également la présence d’une différence
supplémentaire entre la gerboise et le rat dans les mécanismes de régulation de la réponse au
stress impliquant ’OXY, et les autres facteurs peptidiques étudiés tels I’AVP, la CCK et la
CRH (Barakat et al., 2006).

Compte tenu du fait 1) que I’OXY participe a la plasticité phénotypique des neurones
a CRH dans le NPV magnocellulaire (Sawchenko et al., 1984a ), 2) de I’importance du réle de
I’OXY dans la régulation de la fonction hypophysio-corticotrope (Antoni et al., 1988), et
3) de la rareté des résultats sur 1’étude de la plasticité phénotypique des neurones a OXY dans
la partie parvicellulaire du NPV, nous avons recherché la coexpression CRH/OXY dans les
neurones du NPV parvicellulaire et dans les terminaisons présentes dans 1'éminence médiane.
Chez les gerboises controles ou stressées, nos résultats ont montré que les neurones a 0XY
coexprimaient la CRH et que les fibres a OXY de la zone externe coexprimaient la CRH. Ceci
pourrait suggérer chez la gerboise un rdle autocrine, paracrine ou endocrine de I’OXY
parvicellulaire qui ne dépendrait pas du stress aigu d’immobilisation puisque ni I’expression
de I’OXY ni la coexpression OXY/CRH ne présentent de fluctuation suite a un stress
d’immobilisation de 30 minutes. D’autre part, signalons que le nombre de neurones
parvicellulaires coexprimant OXY/CRH est quantitativement plus important dans le NPV
antérieur, suggérant une probable plasticit¢ phénotypique de la population neuronale 8 CRH.

Les neurones parvicellulaires a OXY coexpriment la CCK aussi bien chez les
gerboises controles et que chez les stressées. Cette coexpression est indépendante du stress du
fait que le nombre de cellules OXY/CCK reste faible et constant. La coexpression de ces deux
neuropeptides au niveau de 1’éminence médiane externe est indétectable. On peut expliquer
cette absence de coexpression :

1) par la trés faible densité des fibres a OXY a ce niveau dans les conditions
expérimentales choisies,

2) ainsi que par la possible projection de ces neurones a OXY/CCK vers des sites

cérébraux extra-hypothalamiques.
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Ces résultats montrent chez la gerboise la présence d’au moins deux populations
neuronales distinctes a OXY dans le NPV parvicellulaire puisque la CCK et la CRH ne
colocalisent jamais a ce niveau et que ’OXY est colocalisée avec la CRH et la CCK.

Nos résultats confirment, par conséquent, 1'existence de plusieurs groupes de neurones
phénotypiquement distincts dans la partie parvicellulaire du NPV, chacun étant caractérisé par
sa capacité a régler I'expression du neuropeptide en fonction d’un stimulus spécifique (Watts
et al., 1995; Tilders et al., 1993).

En conclusion les données relatives a 1’ocytocine ont montré :

1) la présence d’OXY dans les neurones de la partie parvicellulaire du NPV de la
gerboise

2) le niveau d’expression de 1’OXY, évalu¢ par le nombre de neurones OXY
immunoréactifs, ne dépend pas du stress aigu d’immobilisation. De la méme fagon, les
colocalisations OXY/CRH et OXY/CCK ne dépendent pas du stress aigu
d’immobilisation suggérant des différences entre la gerboise et le rat dans les mécanismes de
régulation de la réponse neuroendocrinienne au stress impliquant la CRH, la CCK, I’AVP ou
I’OXY. La présence des colocalisations OXY/CRH et OXY/CCK et I’absence d’une
colocalisation CCK/CRH chez les gerboises controles et stressées démontre, comme pour
I’AVP, la présence d’au moins deux populations neuronales a OXY dans la partie

parvicellulaire du NPV chez la gerboise.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Dans le cadre d’étude de la plasticité phénotypique des neurones a CRH de la partie
parvicellulaire du NPV chez la gerboise suite au stress, 'immobilisation aigue entraine bien
une augmentation significative du nombre des cellules exprimant la CRH. Ceci montre que,
chez la gerboise comme chez le rat, le stress aigu d’immobilisation provoque 1’activation de
I’axe corticotrope via une augmentation de 1I’expression de la CRH parvicellulaire. Cependant,
le stress chronique est a I’origine de résultats contradictoires puisqu’il peut entrainer soit une
augmentation, soit une stabilisation ou encore une diminution de 1’expression d’ARNm a
CRH dans le NPV. Ceci renforce I'hypothése que les neurones a CRH sont capables d’une
plasticité sécrétoire tres large en fonction de la qualité, de I’intensité et de la durée du stimulus

stressant utilisé.

Pour cerner 1’éventuelle implication de la CCK dans la réponse (neuroendocrine ou
non neuroendocrine) au stress, nous avons réalis¢ dans un premier temps une ¢étude
topographique des neurones & CCK au niveau de I’hypothalamus. Le pattern de distribution
de ces neurones au sein du NPV parvicellulaire ressemble a celui décrit chez le rat. En
revanche, contrairement au rat ou I’on a localisé la CCK aussi bien au niveau magnocellulaire
que parvicellulaire, la distribution des neurones CCK-immunoreactifs chez la gerboise est
strictement limitée au secteur parvicellulaire en particulier périventriculaire et aucune
présence n’a été¢ montrée dans la partie magnocellulaire. Par conséquent, la CCK ne semble
pas étre impliquée directement dans la régulation osmotique chez cette espéce. Cela constitue
un argument en faveur de différences neuroendocrines interspecifiques.

L’étude de I'impact du stress sur 1’expression de la CCK a montré que le stress
neurogénique d’immobilisation chez la gerboise retentit positivement sur la densité neuronale
exprimant la CCK au sein de ce noyau. Par conséquent, la CCK, chez cette espece, serait un
des neuropeptides impliqués dans la réponse au stress en controlant 1’activité de I’axe
corticotrope en plus de la CRH.

Puisque la CCK est connue pour intervenir dans la plasticité phénotypique des neurones a
CRH en fonction du type de stresseur, nous avons €tudié¢ par double immunohistochimie la
coexpression de ces deux neuropeptides aussi bien dans le NPV que dans I’éminence médiane
(site de colibération de ces neurohormones) suite au stress d’immobilisation chez la gerboise.
Les résultats montrent que, contrairement au rat, la CCK n’est jamais coexprimée ni dans les
neurones a CRH parvicellulaires, ni dans les fibres 8 CRH de I’EM, aussi bien chez I’animal
controle que stressé. Les neurones a CRH et a CCK montrent d’ailleurs un pattern de

distribution différent au sein du NPV. En effet, nous avons montré que les cellules CRH-
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immunoréactives occupent une position plus latérale que les cellules a CCK et les fibres a
CRH forment un plexus trés dense au niveau de la zone externe alors que les fibres 8 CCK se
trouvent principalement dans la zone interne de I’éminence médiane. Ceci montre a 1'évidence
que dans des conditions physiologiques et expérimentales, la CCK et la CRH (contrairement
au rat) ne sont pas colibérées dans le sang portal. L'augmentation de 1’expression de la CCK
suite a un stress d'immobilisation ne semble pas étre complétement destinée a la projection
péri-portale puisque, d'une part les neurones a CRH n’expriment pas la CCK et, d'autre part,
les neurones a CCK du NPV sont fortement sollicités suite au stress d'immobilisation. Compte
tenu de la divergence anatomique des deux systémes neuronaux, il est peu probable qu'il y ait
une interaction intracellulaire entre la CCK et la CRH dans le NPV parvicellulaire de la
gerboise. En revanche, une éventuelle régulation de Dactivité de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien par la CCK pourrait s’accomplir par une interaction intercellulaire
entre la CCK et la CRH.

D’autre part, malgré la faible densité de fibres CCK-immunoréactives au niveau de la
zone externe de 1'éminence médiane, pouvant étre expliquée par une libération massive dans
le sang porte hypothalamo-hypophysaire, on ne peut exclure un éventuel role
hypophysiotrope de la CCK chez la gerboise. Dans ce contexte, il serait intéressant d’explorer
dans le futur s’il y aurait une éventuelle augmentation de la densité des fibres a CCK de
I'éminence médiane suite au stress d’immobilisation. Par ailleurs, la forte expression de la
CCK, matérialisée par un plus grand nombre de neurones CCK-immunoréactifs chez I’animal
stressé pourrait aussi €tre orientée vers d’autres régulations physiologiques liées au stress. La
connaissance des sites de projection de ces neurones parvicellulaires a CCK et donc les cibles
anatomiques des ces projections inconnues a nos jours chez la gerboise apporterait
certainement des ¢léments de réponse dans ce sens. Il serait alors utile de procéder dans le
futur, par des techniques de tragage neuronal pour connaitre ces sites de projection et donc
mieux cerner les éventuelles orientations fonctionnelles impliquant la CCK parvicellulaire.

En conclusion, ces données argumentent I’implication de la CCK dans la réponse au
stress chez la gerboise d’une part et d’autre part elles montrent que les mécanismes sous-

jacents seraient spécifiques de la gerboise.

Par ailleurs nos résultats morphofonctionnels montrent la présence de I’AVP au
niveau da la partie parvicellulaire du NPV. La distribution des neurones a AVP s’est révélée

comparable a celle décrite chez le rat. En effet, ils occupent une position connue pour jouer
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un role pilote dans la réponse neuroendocrinienne au stress. Dans I’éminence médiane de la
gerboise, les fibres a AVP se trouvent principalement dans la zone interne mais également
dans la zone externe. Une telle distribution argumente un éventuel role hypophysiotrope de
I’AVP chez la gerboise.

Contrairement a la CRH et a la CCK, le contexte expérimental de stress aigu
d’immobilisation de 30 minutes ne provoque aucune variation significative dans le nombre de
neurones exprimant I’AVP chez la gerboise. Cependant, une immobilisation aigué plus longue
de deux heures provoque une augmentation de 1’expression génique de I’AVP parvicellulaire
chez le rat. Par conséquent, la durée du stimulus, comme sa nature et son intensité, pourrait
jouer un rdle critique dans le controle de la plasticité sécrétoire de I’AVP au sein NPV
parvicellulaire. Pour mieux apprécier le role de la durée du stimulus dans un tel contrdle, on
envisage comme perspective d’évaluer I’impact d’un stress aigu d'immobilisation d’une durée
plus longue (2 heures par exemple).

Comme la CCK, I’AVP est connue pour participer a la plasticité phénotypique des

neurones a CRH du NPV en fonction des circonstances physiologiques ou expérimentales.
L’¢tude menée chez des gerboises controles ou stressées a montré la coexpression
intraneuronale de la CRH et de I’AVP, aussi bien dans les neurones a CRH du NPV
parvicellulaire que dans les fibres a CRH de 1'éminence médiane (externe et interne). De plus,
cette coexpression ne dépend pas des conditions expérimentales auxquelles ont été soumises
les gerboises puisque le nombre de cellules doublement marquées CRH/AVP reste stable
chez les animaux contrdles et stressés. L’ensemble de ces résultats suggerent un role
modulateur de type autocrine, paracrine ou endocrine de I’AVP parvicellulaire chez la
gerboise, role qui serait indépendant d’un stimulus stressant.
Par ailleurs, le nombre de neurones parvicellulaires a AVP/CRH est significativement plus
important dans le NPV antérieur. Par conséquent, la plasticit¢ phénotypique des neurones
parvicellulaires @ CRH localisés dans la partie antérieure du NPV pourrait impliquer
d’avantage I’AVP comme neuropeptide accessoire comparativement a la partie postérieure.
Ce résultat argumente une régionalisation phénotypique des neurones parvicellulaires.

Notre travail a aussi valid¢é I’existence de la coexpression AVP/CCK dans les mémes
neurones du NPV parvicellulaire et dans les mémes fibres de I’EM. Cette coexpression parait
comparable chez I’animal contrdle et stressé. Le niveau de coexpression est cependant
quantitativement plus important dans le NPV postérieur. Ceci suggere que cette partie
anatomique du NPV impliquerait d’avantage des interactions intracellulaires entre ces deux

neuropeptides.

57



Ces résultats de coexpression démontrent clairement la présence d’au moins deux
populations neuronales & AVP distinctes dans le NPV parvicellulaire de la gerboise puisque
la CCK et la CRH ne sont jamais colocalisées a ce niveau. Il existerait donc plusieurs
groupes de neurones phénotypiquement distincts dans la partie parvicellulaire du NPV,
chacun étant caractéris€ par sa capacité¢ a régler l'expression du neuropeptide de fagon

dépendante du stimulus et peut étre aussi de 1’espece.

Comme de ’AVP et contrairement a la CCK et a la CRH, nos résultats montrent que
I’expression de I’OXY au sein du NPV parvicellulaire de la gerboise ne dépend pas du stress
aigu d'immobilisation. Compte tenu de ce résultat et de données de la littérature, la durée du
stimulus, comme sa nature et son intensité, pourrait jouer un role critique dans le controle de
la plasticité sécrétoire de I’OXY au sein NPV parvicellulaire.

Une investigation plus poussée des interactions entre neuropeptides du NPV
parvicellulaire montre que les neurones a CCK coexpriment également I’OXY aussi bien
chez les gerboises controles que stressées. Cette fois encore, le nombre de cellules
OXY/CCK ne change pas suite au stress d’immobilisation. Ceci n’exclue cependant pas un
r6le modulateur permanent de 1’ocytocine sur ’action générale de la CCK dans ces
conditions expérimentales.

Nous avons aussi relaté dans ce travail la présence de colocalisations OXY/CRH dans
les neurones du NPV parvicellulaire et dans les fibres de I'éminence médiane externe. Comme
pour I’AVP, ces résultats de coexpression montrent la présence chez la gerboise d’au moins
deux populations neuronales distinctes a OXY dans la partie parvicellulaire du NPV. Le type
d’interaction entre la CRH et ’OXY parvicellulaires (autocrine et/ou paracrine) reste a

déterminer.

Outre la complexité¢ fonctionnelle, mise en évidence, des systémes neuronaux
parvicellulaires du NPV, la présente ¢tude démontre des différences dans les circuits
neuropeptidergiques hypothalamiques entre la gerboise et le rat ainsi que dans les mécanismes
neuroendocriniens de réponse au stress impliquant la CRH, la CCK, I’AVP ou I’OXY. Elle
argumente d’avantage le fait que les mécanismes physiologiques adaptatifs aux conditions

environnementales varient d’une espece a I’autre.
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Ces données tres informatives d’immunohistotochimie qui sont d’ordre qualitatif et
quantitatif seront complétées dans le futur par des études de ’expression génique de ces
neuropeptides en utilisant I’approche moléculaire d’hybridatioin in situ afin de mieux
apprécier le comportement des neurones a CCK, a CRH, a AVP et a OXY dans différentes

circonstances de stress telles I’immobilisation et le stress immun.
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FIGURES



Figure 1

Marquage immunohistochimique des neurones a CRH dans la partie parvicellulaire du NPV

et dans ’EM chez la gerboise stressée.

(A, B) Coupes frontales au niveau du NPV. La gerboise a été colchicinisée immédiatement
apreés un stress d’immobilisation (30min) et sacrifiée 24h apres. La majorité des

cellules CRH-immunoréactives occupe la partie parvicellulaire du NPV.

(C, D) Coupes frontales au niveau de I’EM chez la gerboise non colchicinisée. Les fibres
CRH-immunopositives constituent un plexus dense localisé au niveau de la zone

externe de I’EM.

CRH : corticotropin-releasing hormone
3V :troisieéme ventricule
EM : éminence médiane

NPV : noyau paraventriculaire

X 3(A); X 16(B,D); x 6(C).
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Figure 2

Marquage immunhistochimique des neurones a CCK dans la partie parvicellulaire du NPV

hyppothalamique et dans I’EM chez la gerboise stressée.

(A,B,C) Coupes frontales au niveau du NPV, la gerboise a ¢été colchicinisée
immédiatement aprés un stress d’immobilisation (30 min) et sacrifiée 24 h

apres. La totalité des cellules CCK-IR occupe la partie parvicellulaire du NPV.

(D, E, F) Coupes frontales au niveau de I’EM chez la gerboise non colchicinisée. Les
fibres CCK-IR sont localisées surtout au niveau de la zone interne (E). Des

fibres sont aussi détectables dans la zone externe de ’EM (F)

CCK : cholécystokinine
3V :troisiéme ventricule
EM : éminence médiane

NPV : noyau paraventriculaire

X 2,5(A); X 12(B); X 25(C, D); x 50(E); x 40(F).
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(A)

(B)

Figure 3

Coupes frontales schématiques du cerveau de la gerboise représentant la distribution
topographique rostro-caudale des neurones CCK-immnoréactifs ( CCK-IR) dans les
régions hypothalamique et limbique chez la gerboise controle colchicinisée. Les
principales régions ou I’on observe la présence de neurones CCK-IR : I’aire préoptique
médiane (MPO), le noyau supra optique (SON), le noyau paraventriculaire
hypothalamique (PVN), ’amygdale (AM), laire rétrochiasmatique (RCH) et le noyau
arqué (ARC).

Coupes frontales schématiques représentant la distribution topographique rostro-caudale
des neurones CCK-immunoréactifs ( CCK-IR) et CRH-immunoréactifs (CRH-IR) au
niveau du NPV d’une gerboise controle colchicinisée. La densité des symboles est
proportionnelle a la densité neuronale; un symbole représentant quatre neurones.

Ce schéma montre un pattern de distribution des neurones CCK-IR différent de celui des

neurones CRH-IR .

Cpu : caudé-putamen

CC

: corps calleux

OX : chiasma optique
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Figure 4

Marquage immunohistotochimique des neurones a CCK dans la partie parvicellulaire du NPV
chez la gerboise contrdle et stressée.

(A, A’) Coupes frontales au niveau du NPV chez une gerboise contrdle colchicinisée (CC).
La densité des neurones CCK-IR au niveau du NPV parvicellulaire de la gerboise

controle apparait faible.

(B, B’) Coupes frontales au niveau du NPV chez une gerboise stressée colchicinisée (SC).
La densité des corps cellulaires CCK-IR apparait plus importante comparativement

a celle chez la gerboise contrdle.

3V :troisiéme ventricule
CC : gerboise contrdle colchicinisée

SC : gerboise stressée colchicinisée

X 12(A, A’): X 25(B, B).
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Figure 5

Marquage immunohistochimique des neurones a CRH dans la partie parvicellulaire du NPV
chez la gerboise contrdle et stressée.

(A, A’) Coupes frontales au niveau du NPV chez une gerboise controle colchicinisée (CC).
Les neurones CRH-immunoréactifs se concentrent dans les parties médianes du NPV

parvicellulaire.
(B, B’) Coupes frontales au niveau du NPV chez une gerboise stressée colchicinisée (SC).

Une plus forte densité neuronale CRH-IR apparait chez la gerboise stressée

comparativement a la gerboise controle.

3V : troisieme ventricule
CC : gerboise controle colchicinisée

SC : gerboise stressée colchicinisée

X 12(A, A%); X 25(B, B”).
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Figure 6

Analyse quantitative du nombre de neurones CCK-IR et CRH-IR au niveau du NPV

hypothalamique chez deux groupes d’animaux :

e Le groupe de gerboises controles colchicinisées (n = 5).

e Le groupe de gerboises stressées colchicinisées (n = 5).

Les valeurs obtenues représentent la moyenne du nombre relatif des cellules immunoréactives
par coupe et par groupe expérimental plus ou moins I’erreur standard a la moyenne (moyenne

+ SEM). Le test utilisé pour 1’analyse des moyennes est le test de student.

L’utilisation du test de student a permis de mettre en évidence :

1. Une différence significative dans le nombre moyen du des cellules CCK-IR chez les
deux groupes contrdle et stressé ( *P<0,05 ). Chez la gerboise stressée, le nombre de
cellules CCK-IR augmente significativement comparativement a la gerboise contrdle.

2. Une différence significative dans le nombre moyen du des cellules CRH-IR chez les
deux groupes contrdle et stress¢ (***P<0,001). Chez la gerboise stressée, le nombre
de cellules CRH-IR augmente significativement comparativement a la gerboise

controle.

65



Figure 7

Double marquage immunohistochimique CCK/CRH sur des coupes frontales au niveau du
NPV de la gerboise stressée, utilisant la technique d’¢élution qui consiste a effacer un premier
marquage et faire, par la suite, une seconde réaction IHC et donc un second marquage afin de

repérer les cellules doublement marquées.

(A, B) Photos montrant la validité de la technique d’¢élution pour effacer le premier marquage
(CCK, A), le deuxieme anticorps utilisé¢ est un anti-CRH (B) :
(A) Présence des cellules CCK-IR (fléches noires).
(B) Effacement des mémes cellules CCK-IR (fleches blanches).

(C, D) Aucune cellule CCK-IR (fleche noire) (C) n’est CRH-IR (fleche blanche) (D). 1y a
donc une absence totale de double marquage.

3V :troisiéme ventricule

x 16(A, B, C, D).
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Figure 8

Double marquage immunohistochimique (CCK/CRH) sur des coupes frontales au niveau de
I’EM d’une gerboise stressée non colchicinisée, utilisant la technique d’élution qui consiste a
effacer un premier marquage (CCK) et faire par la suite un deuxieéme marquage (CRH) afin de

repérer les cellules doublement marquées.

(A, B) Photos montrant 1’absence de double marquage CCK/CRH au niveau de la zone
interne de I’EM :
(A) Présence de fibres CCK-IR au niveau de la zone interne de I’EM (fléche noire).
(B) Apres effacement des fibres CCK-IR, ces mémes fibres ne sont pas CRH-IR
(fleche blanche). Il y a donc une absence du double marquage CCK/CRH.

(C, D) Photos montrant 1’absence de double marquage CCK/CRH au niveau de la zone
externe de I’EM :
(C) Présence de fibres CCK-IR au niveau de la zone externe de ’EM (fleche noire).
(D) Apres effacement des fibres CCK-IR, ces mémes fibres ne sont pas CRH-IR
(fleche blanche). ). Il y a donc une absence du double marquage CCK/CRH.

3V : troisi€éme ventricule

x 50( A, B, C, D).
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Figure 9

Marquage immunohistochimique des neurones a AVP sur une coupe frontale au niveau du

NPV de la gerboise stressée colchicinisée.

(A) A faible grossissement, une forte densité¢ de neurones AVP-IR apparait dans le NPV

parvicellulaire. La partie magnocellulaire exprime aussi des corps cellulaires AVP-IR.
B, C) A fort grossissement (parties encadrées en A), on observe une forte immunoréaction
gr

dans les cellules 8 AVP mais aussi dans leurs prolongements. Les noyaux cellulaires

apparaissent immunonégatifs.

AVP : vasopressine
3V : troisiéme ventricule

NPV : noyau paraventriculaire

X 4(A); X 25(B); X 16(C).
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Figure 10

Marquage immunohistochimique des fibres a AVP sur une coupes frontales au niveau de

I’EM de la gerboise controle non colchicinisée .

(A) A faible grossissement, une forte densité de fibres nerveuses AVP-IR apparait dans la
zone interne de I’EM. Des fibres AVP-IR apparaissent aussi dans la zone externe de

I’EM. Cependant, I’'immunomarquage est plus dense dans la partie interne.
(B) Détail de la zone interne de I’EM a plus fort grossissement.
(C) Détail de la zone externe de I’EM a plus fort grossissement. Les prolongements nerveux

sont trés concentrés autour des capillaires sanguins.

AVP : vasopressine
3V :troisiéme ventricule

EM : éminence médiane

X 10(A); x 40(B, C).
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Figure 11

Analyse statistique par quantification du nombre de cellules AVP-IR au niveau du NPV

parvicellulaire chez deux groupes d’animaux :

e Un premier groupe de gerboises contrdles colchicinisées (n = 5).

¢ Un deuxieme groupe de gerboises stressées colchicinisées (n = 5).
Les valeurs obtenues représentent le nombre moyen relatif des cellules AVP-IR par coupe et

par groupe expérimental plus ou moins I’erreur standard a la moyenne (moyenne + SEM). On

n’observe aucune différence significative.
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Figure 12

Double marquage immunohistochimique (CCK/AVP) sur des coupes frontales au niveau du
NPV et de I’EM en utilisant la technique d’¢lution qui consiste a effacer un premier marquage
(CCK) et faire par la suite un deuxiéme marquage (AVP) afin de repérer les cellules

doublement marquées.

(A, B) Photos montrant la présence de double marquage CCK/AVP :
(A) Présence des cellules CCK-IR (fleches noires).
(B) certaines cellules CCK-IR sont aussi AVP-IR (fleches noires) ; d’autres cellules
deviennent immunonégatives (tétes de fleche blanches).
On note la présence de trois populations cellulaires :
1. des cellules qui coexpriment en méme temps la CCK et I’AVP
2. des cellules qui n’expriment que la CCK

3. des cellules qui n’expriment que la VP

(C, D) Photos montrant la colocalisation de la CCK (fleche noire, C) et de I’AVP (fleche

noire, D) dans les mémes fibres au niveau de zone externe de I’EM.
Chaque barre d’échelle représente 50 pm
3V :troisieéme ventricule
CCK : cholécystokinine

AVP : vasopressine

X 25(A, B); x 40(C, D).
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Figure 13

Double marquage immunohistochimique AVP/CRH sur des coupes frontales au niveau du
NPV et de I’EM en utilisant la technique d’¢lution qui consiste a effacer un premier marquage
(AVP) et faire par la suite un deuxiéme marquage (CRH) afin de repérer les cellules

doublement marquées.

(A, B) : Photos montrant la présence de cellules doublement marquées AVP/CRH :
(A) Présence de cellules AVP-IR (fleches noires).
(B) Les mémes cellules AVP-IR sont aussi CRH-IR (fleches noires) et d’autres
cellules AVP-IR deviennent CRH-immunonégatives (tétes de fléches blanches).
On note la présence de trois populations cellulaires :
1. des cellules qui coexpriment I’AVP et la CRH.
2. des cellules qui n’expriment que I’AVP.

3. des cellules qui n’expriment que la CRH.
(C, D) Photos montrant la colocalisation de I’AVP (fleche noire, C) et de la CRH (fleche
noire, D) dans les méme fibres au niveau de zone externe de ’EM.
Chaque barre d’échelle représente 50 um
3V . troisi¢éme ventricule
CRH : corticotropin-releasing hormone

AVP : vasopressine

X 25(A, B); X 40(C, D).
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Figure 14

(A) Coupes frontales schématiques représentant la distribution topographique rostro-caudale
des cellules doublement marquées CCK/AVP au niveau du NPV de la gerboise contrdle
colchicinisée, La densité des symboles est proportionnelle a la densité neuronale; un
symbole représentant deux cellules. Le schéma montre que la plupart des cellules

doublement marquées se trouvent principalement au niveau du NPV postérieur.

(B) Coupes frontales schématiques représentant la distribution topographique rostro-caudale
des cellules doublement marquées AVP/CRH au niveau du NPV de la gerboise contrdle
colchicinisée, La densité des symboles est proportionnelle a la densité neuronale; un
symbole représentant trois cellules. Le schéma montre que la plupart des cellules

doublement marquées se trouvent principalement au niveau du NPV antérieur.
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Figure 15

(A) Analyse statistique du nombre des cellules doublement marquées AVP/CCK et AVP/CRH
au niveau du NPV parvicellulaire de deux groupes d’animaux :
e Un premier groupe de gerboises contrdles colchicinisées (n = 5).

¢ Un deuxieme groupe de gerboises stressées colchicinisées (n = 5).

Les valeurs obtenues représentent le nombre moyen relatif des cellules doublement marquées
par coupe et par groupe moins D’erreur standard a la moyenne (moyenne + SEM). On
n’observe aucune différence significative dans les doubles marquages entre les gerboises

controles et stressées

(B) Analyse statistique du nombre des cellules doublement marquées AVP/CCK et AVP/CRH
au niveau du NPV antérieur et postérieur chez la gerboise contrdle colchicinisée :
e Le NPV antérieur (n=>5)
e Le NPV postérieur (n = 5)

Les valeurs obtenues représentent le nombre moyen relatif des cellules doublement marquées
par coupe et par groupe moins l’erreur standard a la moyenne (moyenne + SEM).
L’utilisation du test de student a permis de mettre en évidence :

1. Une différence significative dans le nombre moyen des cellules doublement marquées
AVP/CCK entre les deux parties antérieure et postérieure du NPV (***P<0,001 ). La
plupart des cellules doublement marquées se trouvent au niveau de la partie
postérieure du NPV.

2. Une différence significative dans le nombre moyen des cellules doublement marquées
AVP/CRH entre les deux moitiés antérieure et postérieure du NPV (***P<0,001).La
plupart des cellules doublement marquées se trouvent au niveau de la partie antérieure

du NPV.
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Figure 16

Marquage immunohistochimique des neurones a OXY sur coupes frontales au niveau du NPV

de la gerboise stressée colchicinisée .

(A) A faible grosissement, les neurones OXY-IR sot localisés aussi bien dans les parties

périventriculaires que latéraux du NPV parvicellulaire.

(B, C) A plus fort grossissement, les neurones a OXY fortement immunopositifs apparaissent
morphologiquement étoilées au niveau latéral et fusiformes au niveau

périventriculaire.

OXY : ocytocine
3V : troisiéme ventricule

NPV : noyau paraventriculaire

X 5(A); X 16(B, C).
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Figure 17

Marquage immunohistochimique des fibres a OXY sur coupes frontales au niveau de ’EM

chez la gerboise contrdle non colchicinisée .

(A) A faible grossissement, une forte densité de fibres nerveuses OXY-IR apparait dans la

zone interne de I’EM.
(B)  Détail de la zone interne de I’EM a plus fort grossissement
(C) Détail de la zone externe de ’EM a plus fort grossissement. Les prolongements

nerveux OXY-IR y sont trés rares et sont surtout localisées autour de capillaires

sanguins.

OXY : ocytocine
3V . troisiéme ventricule

EM : éminence médiane

X 10(A); X 40(B, C).
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Figure 18

Double marquage immunohistochimique OXY/CRH et OXY/CCK sur des coupes frontales
au niveau du NPV et de ’EM en utilisant la technique d’élution qui consiste a effacer un
premier marquage (AVP) et faire par la suite un deuxiéme marquage (CRH) afin de repérer

les cellules doublement marquées.

(A, B) Photos montrant la présence de cellules doublement marquées OXY/CRH :
(A) Présence de cellules OXY-IR (fleches noires).
(B) Les mémes cellules OXY-IR sont aussi CRH-IR (fleches noires) et d’autres
cellules et OXY-IR deviennent CRH-immunonégatives (tétes de fleches blanches).
On note la présence de trois populations cellulaires :
4. des cellules qui coexpriment I’OXY et la CRH.
5. des cellules qui n’expriment que I’OXY.

6. des cellules qui n’expriment que la CRH.

(C, D) Photos montrant la colocalisation de la CCK (fléche noire, C) et de ’OXY (fleche
noire, D) dans les mémes cellules au niveau du NPV parvicellulaire, et la non colocalisation
CCK/OXY dans d’autres cellules (téte de fleche noire, C ; té€te de fleche blanche, D).
On note la présence de trois populations cellulaires :

- des cellules qui coexpriment I’OXY et la CCK

- des cellules qui n’expriment que I’'OXY

- des cellules qui n’expriment que la CCK

OXY : ocytocine
CRH : corticotropin-releasing hormone
CCK : cholécystokinine

3V : troisiéme ventricule

X 25(A, B, C, D).
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Figure 19

Coupes frontales avec un double marquage immunohistochimique (OXY/CRH) au niveau de

I’EM chez la gerboise contrdle non colchicinisée.

(A,B) montre la colocalisation de I’OXY (fleche noire, A) et de la CRH (fléche noire, B)

dans les mémes fibres au niveau de la zone interne de I’EM.

(C,D) montre la colocalisation de ’OXY (fleche noire, C) et de la CRH (fleche noire, D)

dans les mémes fibres au niveau de la zone externe de ’EM.

X 50(A, B, C, D).
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Figure 20

(A) Analyse statistique du nombre de neurones OXY-IR au niveau du NPV de deux groupes
d’animaux :

e Un premier groupe de gerboises contrdles colchicinisées (n = 5).

e Un deuxieéme groupe de gerboises stressées colchicinisées (n = 5).
Les valeurs obtenues représentent le nombre moyen relatif des cellules immunoréactives par
coupe et par groupe expérimental plus ou moins I’erreur standard a la moyenne (moyenne +

SEM). On n’observe aucune différence significative.

(B)  Analyse quantitative du nombre de cellules doublement immunomarquées OXY/CCK
et OXY/CRH au niveau du NPV de deux groupes d’animaux :

e Un premier groupe de gerboises contrdles colchicinisées (n = 5).

e Un deuxieéme groupe de gerboises stressées colchicinisées (n = 5).
Les valeurs obtenues représentent le nombre moyen relatif des cellules doublement marquées
par coupe et par groupe expérimental plus ou moins I’erreur standard a la moyenne (moyenne
+ SEM). On n’observe aucune différence significative entre les gerboises controles et

stressées pour les deux cas de double marquage.

(C) Analyse statistique du nombre des cellules doublement marquées OXY/CRH chez des
gerboises contrdles colchicinisées au niveau de deux parties différentes du NPV :

e Le NPV antérieur (n=>5)

e Le NPV postérieur (n = 5)
Les valeurs obtenues représentent le nombre moyen relatif des cellules doublement marquées

par coupe et par zone plus ou moins I’erreur standard a la moyenne (moyenne = SEM).

L’utilisation du test de student a permis de mettre en évidence une différence significative
dans le nombre moyen des cellules doublement marquées OXY/CRH au niveau des deux
parties antérieure et postérieure du NPV (***P<0,001 ). La plupart des cellules doublement

marquées se trouvent au niveau de la partie antérieure du NPV.
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A)

(B)

Figure 21

Coupes frontales schématiques représentant la distribution topographique rostro-caudale
des neurones doublement marqués OXY/CCK au niveau du NPV de la gerboise
colchicinisée. La densité des symboles est proportionnelle a la densité neuronale; un

symbole représentant une cellule.

Coupes frontales schématiques représentant la distribution topographique rostro-caudale
des neurones doublement marqués OXY/CRH au niveau du NPV de la gerboise
colchicinisée. La densité des symboles est proportionnelle a la densité neuronale; un
symbole représentant une cellule.

Le schéma montre que la plupart des cellules doublement marquées se trouvent

principalement au niveau du NPV antérieur.
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BARAKAT Youssef

Plasticité phénotypique des neurones du noyau paraventriculaire
parvicellulaire hypothalamique liée au stress d’immobilisation : Approche
morphofonctionnelle chez la gerboise

RESUME

La réponse hypothalamique a une situation environnementale stressante implique non
seulement le syst¢éme neuroendocrine a CRH (corticotropin releasing hormone) du noyau
paraventriculaire parvicellulaire (NPV) mais aussi d’autres neuropeptides dits accessoires
comme la vasopressine (AVP), la cholécystokinine (CCK) et la neurotensine, coexprimés
dans les neurones 8 CRH du méme systéme et contrdlant I’activité de 1’axe corticotrope. C’est
ce concept de plasticité des systémes neuroendocrines hypothalamiques liée au stress qu’on
¢value sur un modele animal trés intéressant pour ce genre d’études, la gerboise en captivité.
Le présent travail concerne 1’¢tude de I’'impact d’une forme de stress neurogénique,
I’immobilisation, sur I’expression des neuropeptides : la CRH, ’AVP, la CCK et I’ocytocine
(OXY). L’expression de ces neuropeptides dans le NPV hypothalamique a été étudiée par
immunohistochimie chez la gerboise soumise a un stress aigu d’immobilisation de 30
minutes. Les résultats morphofonctionnels obtenus montrent que le stress d’immobilisation,
chez la gerboise comme chez le rat, retentit positivement sur le nombre de neurones a CRH et
a CCK au sein de ce noyau. Ils montrent aussi que contrairement au rat, la CCK n’est pas
coexprimée dans les neurones a CRH aussi bien chez I’animal controle que stressé. Les
systemes neuronaux a AVP et a OXY ont par ailleurs été étudiés dans le méme contexte
expérimental. Les données montrent que, contrairement a la CRH et la CCK, les densités
neuronales a AVP et a OXY ne fluctuent pas suite au stress aigu d’immobilisation, tel est le
cas d’un stress immun chez le rat. Cependant, d’autres travaux indiquent qu’un stress aigu
d'immobilisation d’une durée de 2 heures provoque une augmentation significative de
I’expression génique de I’AVP parvicellulaire chez le rat. Ces données suggerent que la durée
du stimulus pourrait jouer un roéle critique dans le controle de la plasticit¢é neuronale
phénotypique au sein du NPV. Elles suggerent aussi que les mécanismes de régulation de la
réponse au stress impliquant I’OXY, I’AVP, la CCK et la CRH seraient différents chez la
gerboise comparativement au rat.

Dans le cadre d’étude de la plasticité phénotypique des neurones parvicellulaires du
NPV, les coexpressions intraneuronales AVP/CRH et AVP/CCK démontrées par double
immonohistochimie se montrent également insensibles au stress aigu d’immobilisation. Les
neurones parvicellulaires a OXY coexpriment aussi la CRH ou la CCK aussi bien chez les
gerboises controles et que chez les stressées. Cette coexpression est aussi indépendante du
stress. La présence de colocalisations AVP/CRH, AVP/CCK et OXY/CRH, OXY/CCK et
I’absence d’une colocalisation CCK/CRH chez les gerboises contrdles et stressées démontrent
la présence d’au moins deux populations neuronales a AVP et deux populations neuronales a
OXY dans la partie parvicellulaire du NPV chez la gerboise.

Ces données argumentent I'existence de plusieurs groupes de neurones
phénotypiquement distincts dans la partie parvicellulaire du NPV, chacun étant caractérisé par
sa capacité a régler l'expression du neuropeptide qui serait fonction du type de stresseur et
aussi de I’espece. Elles renforceraient par ailleurs 1’idée d’une variation interspécifique dans
les mécanismes physiologiques adaptatifs aux conditions environnementales.

MOTS CLES : corticotropin-releasing-hormone, cholécystokinine, vasopressine, ocytocine,
hypothalamus, stress d’immobilisation, gerboise, immunohistochimie.
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Phenotypic plasticity of the parvicellular neurones of the hypothalamic
paraventricular nucleus related to immobilization stress : morphofuntional
study in jerboa

ABSTRACT

The hypothalamic response to an environmental stress implies the corticotropin
releasing hormone (CRH) neuroendocrine system of the hypothalamic parvicellular
paraventricular nucleus (PVN) as well as other accessory neuropeptides such as vasopressin
(AVP), cholecystokinin (CCK) and neurotensin coexpressed within CRH neurons and
controlling the corticotrope axis activity as well. This concept of plasticity of hypothalamic
neuroendocrine systems related to stress was evaluated in the jerboa in captivity, an
interesting model to study neuroendocrine regulations related to the environment factors.

The present work was aimed to study the impact of neurogenic stress, immobilization,
on the expression of the neuropeptides CRH, AVP, CCK and oxytocin (OXY). Those
expressions were explored within the hypothalamic PVN by immunocytochemistry either in
control or in 30 min immobilization stress submitted jerboas.

The morphofunctional results show that the immobilization stress, in jerboa as well as
rat, up-regulates CRH and CCK neuronal densities in this nucleus. They also show that,
unlike rat, CCK is not coexpressed within CRH neurons in control as well as stressed jerboa.

Furthermore, the AVP and OXY neuronal systems were studied in the same
experimental context. The data show that, contrary to CRH and CCK, no significant change
concerns the number of VP-and OXY-immunoreactive neurons following a 30 min
immobilization, as it is the case for an immune stress in rat. However, others studies indicate
that 2 hours immobilization stress provoques an AVP gene expression increase within PVN in
rat. These data suggest that the stimulus duration may ply a critical role in the control of the
PVN phenotypic neuronal plasticity. They also underline that the neurondocrine mechanisms
of the stress response involving OXY, AVP, CCK and CRH might vary from one mammal
species to another.

To more study the phenotypic plasticity of the PVN parvicellular neurones, the
AVP/CRH and AVP/CCK intraneuronal coexpressions demonstrated by double
immonohistochemistry did not depend upon acute immobilization stress. The OXY
parvicellular neurons also coexpress CRH or CCK. Such coexpression also did not depend
upon acute immobilization stress. The occurrence of AVP/CRH, AVP/CCK and OXY/CRH,
OXY/CCK colocalisations and the absence of CCK/CRH colocalisation in control and
stressed jerboas showed the occurrence of at least two VP and two OXY neuronal populations
within the jerboa PVN.

These data argue the occurrence of several phenotypically different neurones groups
within PVN, each one characterized by its capacity to régulate the neuropeptide expression
which would be function of the stressor and also of the species. They also underline that
adaptative physiological mechanisms to environmental conditions might vary from one
mammal species to another.

KEY WORDS : corticotropin releasing hormone, cholecystokinin, vasopressin, oxytocin
hypothalamus, immobilization stress, jerboa, immunohistochemistry.
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