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INTRODUCTION 



INTRODUCTION 

En 1975, Hughes et al. découvrent l'existence dans des extraits de 

cerveaux, de substances mimant les effets de la morphine. La même année, 

ces auteurs isolent et caractérisent les premières molécules endogènes 

possédant une activité opiacée et une forte affinité pour des récepteurs 

opioïdes: les enképhalines (ENK). Les ENK sont en fait 2 pentapeptides, la 

met-ENK (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) et la leu-ENK (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu). 

Depuis cette découverte, environ une douzaine de peptides possédant une 

activité opioïde a été caractérisée. 

Mis à part les ENK, les principaux sont les endorphines (Cox et al., 1976; 

Bradbury et al., 1976) et les dynorphines (Goldstein et al., 1979). Tous ces 

peptides opioïdes sont issus de 3 précurseurs protéiques, la 

proopiomélanocortine (POMC), la proenképhaline (proENK) et la 

prodynorphine (proDYN), codés par des gènes différents dont la structure est 

connue. 

La POMC, qui fut le premier précurseur découvert, cloné et séquencé 

(Nakanishi et al., 1979; Mains et al., 1977), donne naissance par clivage aux 

endorphines, à l'hormone adrénocorticotrope (ACTH) et aux hormones 

mélanotropes (a-, ~-, y-MSH). Le lobe intermédiaire de l'hypophyse est 

particulièrement riche en POMC, et la ~-endorphine (~-END) est le peptide 

opioïde majeur dérivé de ce précurseur. 

La séquence de la proENK et de ses gènes fut déterminée dans les années qui 

suivirent (Comb et al., 1982; Gubler et al., 1982; Noda et al., 1982; Howells et 

al., 1984; Yoshikawa et al., 1984). La proENK contient 1 copie de leu-ENK, 4 

copies de met-ENK, 1 copie de l'heptapeptide met-enképhaline-Arg-Phe et 1 

copie de l'octapeptide met-enképhaline-Arg-Gly-Leu. 

Enfin, le dernier précurseur opioïde cloné fut la proDYN (Kakidani et al., 

1982; Fishli et al., 1982; Horikawa et al., 1983). Ce précurseur donne naissance 

aux dynorphines A et B et aux a- et ~-néoendorphines. 

Les 3 précurseurs protéiques sont en fait des produits primaires de gènes qui 

contiennent la séquence de peptides opioïdes biologiquement actifs. Ces 

produits subissent une maturation qui conduit à la formation des peptides 

opioïdes actifs (Patey et Rossier, 1986; Simon, 1991). 
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De nombreuses études immunocytochimiques ont permis de 

caractériser les différentes régions du cerveau contenant les principaux 

peptides opioïdes (Petrusz et al., 1985; Khachaturian et al., 1985; Fallon et 

Ciofi, 1990). L'hypothalamus médiobasal est particulièrement riche en 

peptides opioïdes. En effet, les 3 familles y sont représentées (Miller et al., 
1978; Petrusz et al., 1985; Khachaturian et al., 1985; Fallon et Ciofi, 1990). 

Parallèlement, la présence de récepteurs opioïdes fonctionnels dans cette 

région a été démontrée par des études physiologiques et électro

physiologiques (Carette et Poulain, 1978; Carette, 1981; MacMillan et Clarke, 

1983; Loose et Kelly, 1989; 1990; 1991) 

Quel que soit le mode d'administration, la morphine et les peptides 

opioïdes modulent les sécrétions hypophysaires d'hormone lutéinisante 

(LH), d'hormone folliculo-stimulante (FSH), de prolactine (PRL), 

d'hormone thyréotrope (TSH), d'hormone corticotrope (ACTH) et 

d'hormone de croissance (GH) (Barraclough et Sawyer, 1975; Bruni et al., 

1977; Pang et al., 1977; Shaar et al., 1977; Cicero et al., 1977; Dupont et al., 1977; 

1979; Holaday et Loh, 1979; Jacob, 1979; Meites et al., 1979; Buckingham, 

1982). Les opioïdes agissent au niveau hypothalamique et non pas 

hypophysaire puisqu'in vitro, aucune action directe sur l'antéhypophyse 

n'est visible (Grandison et Guidotti, 1977; Rivier et al., 1977; Cicero et al., 

1977; Buckingham, 1982; Buckingham et Cooper, 1986). 

D'autres types d'approche ont démontré l'importance des peptides opioïdes 

dans les régulations endocrines. 

-Pour la fonction gonadotrope, l'administration périphérique de 

naloxone chez le Rat bloque les récepteurs opioïdes endogènes et entraîne 

une nette augmentation de la sécrétion d'hormone gonadotrope (LH) 

(Bruni et al., 1977; Kalra et Kalra, 1983; Orstead et Spies, 1987). Il a également 

été démontré que des peptides opioïdes tels que la ~-END, la DYN et la met

ENK inhibaient la sécrétion de LH in vivo (Bruni et al., 1977; Kinoshita et 
al., 1982; Leadem et Kalra, 1985). D'autre part, la libération de la 

gonadolibérine (GnRH) à partir d'hypothalamus in vitro augmente après 

l'action de la naloxone (Leadem et al., 1985; Wilkes et Yen, 1981). Par 

conséquent, ces travaux suggèrent que la sécrétion du GnRH est sous le 

contrôle d'une inhibition assurée par des peptides opioïdes endogènes (voir 

Clough et al., 1990). L'existence d'une action inhibitrice des opioïdes sur la 
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sécrétion du GnRH est également évoquée chez le Mouton (Weesner et 

Malven, 1990; Whistnant et al., 1991). 

-La sécrétion de PRL est stimulée par l'administration périphérique de 

morphine ou de peptides opioïdes (Bruni et al., 1977; Cocchi et al., 1977; 

Cusan et al., 1977; Grandison et Guidotti, 1977; Rivier et al., 1977). 

Inversement, la naloxone bloque la libération de PRL induite lors d'un 

stress ou lors de la tétée (Grandison et Guidotti, 1977; Van Vugt et al., 1978; 

Dupont et al., 1979). Chez le rat, le pic de PRL observé en prooestrus est 

également supprimé par la naloxone (Ieiri et al., 1980). Ces travaux 

montrent donc que des peptides opioïdes endogènes jouent un rôle 

physiologique majeur dans le contrôle de la sécrétion de PRL. En fait, cette 

action est vraisemblablement une conséquence de l'action des peptides 

opioïdes sur le système tubéro-infundibulaire dopaminergique (TIDA) car il 

a été démontré que l'administration de morphine ou de peptides opioïdes à 

des rats entraîne une réduction significative de la sécrétion de dopamine 

(DA) dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire (Gudelsky et Porter, 

1979; Haskins et al., 1981). D'autres études (Ferland et al., 1977; Deyo et al., 

1979; Enjalbert et al., 1979; Van Vugt et al., 1979; Van Loon et al., 1980; 

Reymond et al., 1983; Manzanares et al., 1992) prouvent aussi que les 

opioïdes inhibent 1:activité des neurones TIDA. La DA étant le principal 

facteur inhibant la PRL ou Prolactin Inhibiting Factor (PIF) (Mac Leod et al., 

1970; Gudelsky, 1981; Ben-Jonathan, 1985), le contrôle que les opioïdes 

exercent sur la sécrétion de PRL se fait donc probablement via la DA. 

Comme la DA est également impliquée dans la régulation du GnRH 

(Lichteinsteiger, 1969; Kordon et Glowinski, 1969; Kamberi et al., 1970; 

Schneider et Mc Caan, 1970; Rotsztejn et al., 1977; Barraclough et Wise, 1982; 

Kalra et Kalra, 1983), on peut également penser que l'action inhibitrice des 

opioïdes sur la sécrétion de LH évoquée dans le paragraphe précédent 

s'exerce via une action sur la DA. 

-L'hormone de croissance hypophysaire (GH) est également 

augmentée après administration périphérique de morphine (Kokka et al., 

1972; Ferland et al., 1977; Bruni et al., 1977; Holaday et Loh, 1979). Une action 

stimulatrice de la ~-END sur la libération de GH in vivo a également été 

rapportée (Dupont et al., 1977; Rivier et al., 1977). Cependant, actuellement 

rien ne permet de préciser si cette action opioïde s'exerce directement sur le 
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système à somatolibérine (GRF) ou indirectement, par une action inhibitrice 

sur la somatostatine (SOM) qui inhibe la sécrétion de GH. 

-Les opioïdes ont une action stimulatrice sur la sécrétion de 

l'hormone corticotrope (ACTH) par l'hypophyse antérieure in vivo (George 

et Way, 1959; Lotti et al., 1969; George, 1971; Van Ree et al., 1976; Gibson et 
al., 1979). Des expériences menées in vitro excluent l'action directe des 

opioïdes sur les cellules corticotropes de l'adénohypophyse (Buckhingham, 

1982). Sur préparation d'hypothalamus in vitro, la morphine et les ENK 

modulent la libération de corticolibérine (CRF) et cet effet disparaît en 

présence de naloxone (Buckingham, 1982). En conséquence, la morphine et 

les ENK sont capables d'induire une activité de l'axe corticotrope en agissant 

au niveau de l'hypothalamus. Les opioïdes seraient donc impliqués dans le 

contrôle physiologique de la sécrétion du CRF. 

-L'administration périphérique de morphine ou de met-ENK 

entraîne une baisse de la concentration sérique de TSH (Bruni et al., 1977). 

L'existence d'une action opioïde inhibitrice au niveau hypothalamique est 

donc envisageable. 

En conclusion, les' opioiâes sont donc impliqués dans la plupart des 
fonctions neuroendocrines et agissent essentiellement au niveau 
hypothalamique. 

L'action des peptides opioïdes sur les neurones synthétisant les facteurs 

hypophysiotropes peut s'exercer à 2 niveaux: 

- au niveau des corps cellulaires de ces neurones en modifiant 

essentiellement la synthèse et vraisemblablement le flux dans les axones des 

substances synthétisées 

-au niveau de la zone de libération des neurohormones 

Une étude ultrastructurale, réalisée chez le Singe par Thind et 

Goldsmith en 1988, montre que des corps cellulaires à GnRH sont 

directement contactés par des neurones opioïdergiques (f)-END). Ce travail 

constitue une des premières preuves morphologiques soutenant l'existence 

d'une influence inhibitrice des opioïdes sur l'activité de neurones à GnRH. 

Dans le noyau arqué, de nombreux travaux ont également démontré 

9 



l'existence d'une innervation de corps cellulaires par des peptides opioïdes. 

Dès 1986, Morel et Pelletier ont pu mettre en évidence l'existence 

d'afférences contenant des endorphines au contact de neurones à DA, ce qui 

a d'ailleurs été confirmé depuis par Horvath et al. 1992. Zhang et al. (1987) 

ont également observé que des neurones à POMC localisés dans 

l'hypothalamus médiobasal pouvaient eux-mêmes être régulés par des 

peptides opioïdes d'une autre famille, comme les ENK. Ces ENK peuvent 

d'ailleurs avoir une origine très variée (Magoul et al., 1993a). 

Plus récemment, une étude morphologique menée en microscopie 

électronique montre que 70% des corps cellulaires dopaminergiques du 

noyau arqué reçoivent une innervation marquée par un anti-DYN 

(Fitzsimmons et al., 1992). Dans le noyau paraventriculaire (NPV), des 

péricaryons à CRF sont innervés par des neurones à POMC (Liposits et al., 

1988). 

L'ensemble de ces observations montre donc qu'il existe une régulation 

directe au niveau. de corps cellulaires impliqués dans les régulations 

neuroendocrines par les différents peptides opioïdes. 

L'existence d'une modulation exercée par les peptides opioïdes au 

niveau même de la zone de libération des neurohormones a été suggérée 

par de très nombreux auteurs. Cependant, il existe très peu d'arguments 

morphologiques permettant d'affirmer la réalité de cette régulation. 

Il faut rappeler que les terminaisons nerveuses (TN) contenant les 

neurohormones sont concentrées dans une structure appelée éminence 

médiane (EM). Sa zone interne contient surtout des axones à destination de 

la neurohypophyse alors que c'est dans sa zone externe que l'on trouve les 

TN contenant les neurohormones. (voir Fig. 1). Ces TN sont au contact des 

capillaires du plexus porte hypothalamo-hypophysaire et déversent ainsi 

leurs substances dans le sang. La zone externe de l'EM correspond en fait au 

dernier maillon des circuits neuroendocriniens intervenant dans le contrôle 

de l'activité antéhypophysaire. Les facteurs hypophysiotropes ne sont jamais 

seuls dans les boutons terminaux mais sont colocalisés avec un certain 

nombre d'autres neurotransmetteurs et neuropeptides dont les peptides 

opioïdes. 

Certains peptides opioïdes comme les ENK sont abondants dans la zone 

externe de l'EM et sont capables de moduler les sécrétions hypophysaires. 

Dans un premier temps on a logiquement imaginé qu'ils avaient une action 
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directe sur l'hypophyse, mais en fait cette action directe sur les cellules 

antéhypophysaires n'a jamais pu être démontrée. Ces résultats ont donc 

contribué à suggérer l'existence d'actions locales au niveau même de l'EM, 

impliquant par là même la présence de récepteurs. Malheureusement, 

jusqu'à maintenant, les approches radioautographiques classiques n'ont pas 

véritablement permis de visualiser des récepteurs aux peptides opioïdes 

dans l'EM du Rat (l\1c Lean et al., 1986; Tempel et Zukin, 1987; Desjardins et 

al., 1990). Sur le plan morphologique seule une observation, menée à 

l'échelle ultrastructurale (Beauvillain et al., 1992), démontre dans la zone 

externe de l'EM de Cobaye, l'existence de sites de liaisons de type J.l pour des 

peptides opioïdes. 

Cette pauvreté d'arguments morphologiques en faveur d'une action locale 

des peptides opioïdes contraste avec l'abondance des expériences 

physiologiques et biochimiques qui, s'intéressant surtout à la régulation du 

GnRH, considèrent comme inéluctable l'existence d'un tel type de 

régulation (Gambaccciani et al., 1986a; 1986b; Negro-vilar, 1982; Rasmussen, 

1988). Pour certains auteurs, l'action opiacée pourrait s'exercer directement 

sur les TN à GnRH (Rotsztejn et al., 1978; 1982; Drouva et al., 1981) mais 

pour d'autres, cette action opiacée pourrait se faire par l'intermédiaire des 

TN dopaminergiques (Leadem et al., 1985; Rasmussen, 1988; Arita et 

Kimura, 1988). 

A noter enfin que Rotsztejn et al. (1982) et Drouva et al. (1981) suggèrent un 

effet local des peptides opioïdes sur la libération de somatostatine. 

Une grande partie des auteurs qui envisagent la possibilité d'actions 

locales par des peptides opioïdes suggérent plutôt une action de la f3-END 

bien qu'en immunocytochimie très peu de TN soient observées dans la 

zone externe de l'EM. Par contre, l'action locale des ENK et de la DYN est 

moins souvent envisagée alors qu'en immunocytochimie, ces peptides 

apparaissent nettement plus abondants dans la zone externe de l'EM. 

Par conséquent, il ressort de tous ces travaux: 

- qu'il existe vraisemblablement une action locale opiacée dans l'EM 

mais très peu d'arguments morphologiques étayent cette action 

- que l'implication exacte des différents types de peptides opioïdes 

dans le contrôle de certaines sécrétions hypophysaires au niveau de l'EM 

n'est pas connue 

11 



- que les sites éventuels d'action des peptides opioïdes sont à 

déterminer. 

Notre travail a donc pour but de répondre à un certain nombre de ces 

interrogations. Ne pouvant pas évidemment résoudre l'ensemble des 

problèmes évoqués, nous nous sommes intéressés aux points suivants: 

1- y-a-t-il des arguments morphologiques en faveur d'une action 

locale des enképhalines dans l'éminence médiane? 

2- si oui, sur quels types de terminaisons peuvent agir ces 

enképhalines? 

3- existe t-il des circonstances physiologiques particulières dans 

lesquelles on puisse démontrer que les enképhalines ont une action locale? 

Compte tenu de la taille des structures de l'EM, l'étude ne peut être 

envisagée qu'en microscopie électronique. La mise en évidence de 

récepteurs aux ENK pouvait à priori apparaître comme l'outil de choix pour 

démontrer que ce neuropeptide possède une action dans l'EM. Cependant, 

cette approche a été immédiatement éliminée pour deux raisons 

essentielles: 1-) il n'y a pas de récepteurs opioïdes strictement spécifiques des 

ENK, 2-) en microscopie électronique, la détection des récepteurs au moyen 

de ligands radioactifs est très difficilement couplable à une détection 

immunocytochimique d'un neuropeptide et par conséquent la 

caractérisation chimique de la TN n'est pas possible. 

Lorsqu'un neuropeptide est libéré pour agir sur un récepteur il est 

ensuite inactivé grâce à l'intervention de neuropeptidases d'inactivation 

qui sont plus ou moins spécifiques de ce neuropeptide (Turner et al., 1985; 

Mc Kelvy et Blumberg, 1986; Schwartz et al., 1986). En ce qui concerne les 

ENK, celles-ci sont notamment inactivées par l'endopeptidase-24.11 

(E.C.3.4.24.11; enképhalinase; endopeptidase neutre; NEP; E-24.11). 

L'E-24.11 est une enzyme membranaire de dégradation impliquée dans 

l'inactivation biologique des ENK mais pas de la ~-END ni de la DYN 

(Roques et al., 1980; Patey et al., 1981; Alstein et al., 1983; Schwartz, 1983; 

Schwartz et al., 1985; Lynch et Snyder, 1986; Mc Kelvy et Blumberg, 1986; 

Bourgoin et al., 1986; Schwartz et al., 1986; Schwartz, 1988). Par contre, 

d'autres peptides, et plus particulièrement la substance P, sont de potentiels 

substrats de l'enképhalinase. 
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Cependant, l'abondante littérature (voir Etat des connaissances), nous a 

permis de penser que dans l'EM, la présence d'E-24.11 pouvait être un 

excellent indicateur d'une action des ENK. 

Le but du travail a donc été de 

1- localiser et établir la distribution ultractructurale de l'E-24.11 dans 

l'EM du Rat. L'enzyme est détectée par radioimmunocytochimie. 

2- déterminer la nature des systèmes neuroendocriniens exprimant 

l'enzyme. La détection radioimmunocytochimique de l'E-24.11 nous permet 

en effet de réaliser des doubles marquages immunocytochimiques en 

microscopie électronique et de caractériser ainsi les types de terminaisons 

nerveuses (TN) marqués par l'anti-enzyme. Nous détecterons 

successivement les TN à dopamine, à gonadolibérine, à corticolibérine, à 

somatostatine, à somatolibérine et à thyrolibérine. 

3- d'observer les variations éventuelles du taux d'enzyme dans une 

condition physiologique particulière faisant fortement varier l'expression 

des ENK dans l'EM du Rat: la lactation (Fitzsimmons et Hoffman, 1989; 

Ciofi et al., 1993; Merchenthaler, 1993). 

4- de déterminer par quels types de récepteurs opioïdes les 

enképhalines pouvaient agir. 
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Figure 1. Structure de l'éminence médiane. 

(A) Coupe semi-fine frontale de la région infundibulaire (RI), à faible 

grossissement en microscopie photonique. 

ARC, noyau arqué; ep, zone épendymaire; ex, zone externe; in, zone interne; 

p.tub, pars tuberalis; tan, tanycyte. 

Barre d'échelle: 100 ~m. 

(B) Ultrastructure de la zone externe de l'éminence médiane, à faible 

grossissement en microscopie électronique. 

E, cellule endothéliale fenêtrée du plexus porte primaire; H, hématie; mb, 

membrane basale; pc, espace péricapillaire; p. tub, pars tuberalis; TN, 

terminaison nerveuse; tan, tanycyte. 

Barre d'échelle: 4 ~m. 
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GENERALITES 

A- L'ENDOPEPTIDASE-24.11 

L'endopeptidase-24.11 (endopeptidase neutre, enképhalinase, 

E.C.3.4.24.11, E-24.11, NEP) isolée à partir de fractions membranaires de 

cerveau est semblable à l'E-24.11 initialement isolée dans le rein (Kerr et 

Kenny, 1974a; 1974b; Malfroy et al., 1978; Almenoff et al., 1981; Malfroy et 

Schwartz, 1982; Fulcher et al., 1982; Matsas et al., 1983; Almenoff et Orlowski, 

1984). Il s'agit d'une métalloenzyme membranaire impliquée dans 

l'inactivation de la met- et de la leu-enképhaline. Le site de clivage se situe 

au niveau du pont Gly3-Phe4 (Malfoy et al., 1978; Gorenstein et Snyder, 

1980). In vitro, l'E-24.11 est également capable de cliver la substance P 

(Matsas et al, 1983; Skidgel et al., 1984; Matsas et al., 1985), l'angiotensine 

(Swerts et al., 1979; Gafford et al., 1983), la cholécystokinine (Zuzel et al., 

1985), le facteur natriurétique atrial (Stephenson et Kenny, 1987; Sonnenberg 

et al., 1988), la neurotensine (Checler et al., 1983) et l'ocytocine (Turner et al., 

1985) (voir Tableau A). Ces travaux biochimiques suggèrent que l'E-24.11 est 

impliquée dans l'hydrolyse d'une grande variété de neuropeptides. Ces 

observations ne permettent cependant pas d'extrapoler le rôle biologique de 

l'E-24.11 dans le système nerveux central (SNC). En effet, une enzyme peut 

cliver un peptide in vitro et ne pas être impliquée dans l'inactivation 

biologique de ce peptide (Zuzel et al., 1985). 

Les constantes de spécificité, exprimées en Kcat/Km relatif à la leu

ENK et qui traduisent l'affinité de l'enzyme pour les peptides, montrent que 

cette enzyme possède en fait une spécifité orientée. En effet, l'E-24.11 

présente une affinité particulièrement élevée pour la substance Pet les ENK 

et une affinité faible ou nulle pour les autres neuropeptides du SNC (voir 

Turner et al., 1985; Schwartz et al., 1986). D'après les constantes de spécificité, 

l'E-24.11 du SNC serait essentiellement impliquée dans l'inactivation 

biologique de la substance P et des ENK. Effectivement, de nombreuses 

études in vivo montrent que l'E-24.11 du SNC inactive les ENK (Roques et 

al., 1980; Patey et al., 1981; Schwartz et al., 1981; Alstein et al., 1983; Schwartz, 

1983; Schwartz et al., 1985; 1986; Lynch et Snyder, 1986; Mc Kelvy et 

Blumberg, 1986; Bourgoin et al., 1986) et la substance P (Mauborgne et al., 

1987; Littlewood et al., 1988; Barnes et al., 1993). 

14 



L'E-24.11 serait également impliquée dans l'inactivation de la 

neurotensine (Coquerel et al., 1986; 1988; Kitabgi et al., 1992) bien que 

l'affinité pour ce neuropeptide soit faible. Les travaux traitant du rôle de l'E-

24.11 dans la dégradation de la neurotensine sont contradictoires, nous en 

parlerons dans la discussion. 

Des études biochimiques réalisées sur membranes ont constaté que la 

distribution de l'E-24.11 dans différentes régions du cerveau du Rat 

(Sullivan et al., 1978), de la Souris (Malfroy et al., 1978; 1979), du Porc (Relton 

et al., 1983) et de l'Homme (Llorens-Cortes et al., 1982), était largement 

parallèle à la distribution des ENK. De plus, la cartographie de distribution 

de l'E-24.11 dans le SNC du Rat montre que la grande majorité des régions 

riches en E-24.11 sont également riches en ENK, ce qui constitue donc une 

base morphologique en faveur d'un rôle majeur de cette enzyme dans la 

dégradation des ENK du SNC (Pollard et al., 1989). 

L'activité de l'E-24.11 est fortement enrichie dans des fractions de 

membranes synaptiques contenant des récepteurs opioïdes (Alstein et Vogel, 

1980; De La Beaume et al., 1981) ce qui suggère l'existence d'une corrélation 

E-24.11/récepteurs opioïdes. De plus, il existe une bonne corrélation entre la 

distribution de l'E-24.11 et la distribution de récepteurs opioïdes de types J.l et 

ô (Waksman et al., 1986b; 1987). 

Par conséquent, tous ces travaux montrent que les distributions régionales 

d'ENK, d'E-24.11 et de récepteurs opioïdes sont fortement parallèles. Ceci 

renforce l'idée que l'E-24.11 est impliquée dans l'inactivation biologique des 

ENK au niveau des sites d'action de celles-ci. 

Il est généralement admis que l'E-24.11 est présente dans la membrane 

plasmique de la cible (Marcel et al., 1990; Barnes et al., 1992; 1993). 

Cependant, d'après Barnes et al. (1993), l'enzyme pourrait également être 

présente en position présynaptique. 

L'E-24.11 a été mise en évidence à l'échelle ultrastructurale dans le 

néostriatum du Rat (Marcel et al., 1990), dans le globus pallidus et la 

substance noire du Porc (Barnes et al., 1988b; 1992; 1993) qui sont des 

structures contenant à la fois des ENK et de la substance P. Ces travaux sont 

autant d'arguments morphologiques en faveur de l'intervention de l'E-

24.11 dans la dégradation des ENK et de la substance P. 

L'abondance d'E-24.11 dans l'EM (Pollard et al., 1989) nous a amené à 

penser que cette enzyme pouvait être considérée comme un bon indicateur 

d'une action locale de type paracrine et/ ou autocrine sur les fonctions 
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neuroendocrines. La substance P étant quasiment absente de l'EM, on peut 

penser que l'E-24.11 présente dans cette région est essentiellement impliquée 

dans l'inactivation biologique des ENK. 

B- LES ENKEPHALINES 

La distribution des ENK dans le SNC des Mammifères a été étudiée 

par des techniques de dosage RIA (radioimmunoassay) et par des techniques 

de détection immunocytochimique. Les publications, particulièrement 

nombreuses, montrent que les ENK sont parmi les neuropeptides les plus 

largement distribués du SNC des Mammifères (Petrusz et al., 1985; 

Merchenthaler et al., 1986). De par leur très large répartition dans le SNC, les 

neurones contenant des ENK interviennent dans de nombreuses fonctions. 

Les neurones enképhalinergiques sont souvent des interneurones de 

régulation mais peuvent également être des neurones de projection. 

Il existe trois grandes voies enképhalinergiques décrites chez le Rat: -la 

première est la longue voie enképhalinergique issue des noyaux caudé et 

putamen et qui se projette dans le complexe striato-pallidal -la deuxième est 

la voie hypothalamo-éminence médiane-neurohypophyse dont les corps 

cellulaires sont situés dans le noyau paraventriculaire (NPV) et le noyau 

supraoptique (NSO) -la troisième est la voie hypothalamo-septale qui prend 

naissance dans la région périfornicale et se projette dans le septum latéral. 

Dans l'hypothalamus, en plus des régions susdites, il existe des 

cellules enképhalinergiques dans les noyaux ventromédian et arqué. Les 

techniques immunohistochimiques ont permis très tôt de mettre en 

évidence une quantité importante de TN contenant des ENK dans l'EM de 

Rat et de Cobaye (Hôkfelt et al., 1978; Tramu et Léonardelli, 1979). Les 

terminaisons marquées sont observées autour des capillaires des vaisseaux 

portes. A l'échelle ultrastructurale, les premières observations ont été 

effectuées chez le Cobaye (Beauvillain et al., 1980) et ont montré que les ENK 

sont essentiellement localisées dans des granules ayant un diamètre 

d'environ 110 nm. Ces granules sont parfois au contact de l'espace 

péricapillaire entourant les capillaires fenêtrés. 

En plus de ce marquage dans la zone externe, on a pu mettre en évidence, 

dans la zone interne, un marquage de fibres se projetant dans le lobe 

nerveux (Palkovits, 1982; Petrusz et al., 1985; Merchenthaler, 1986). 
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• En 1982, Romagnano et al. montrent, chez la Souris, qu'un traitement 

néonatal de monosodium glutamate, un neurotoxique provoquant une 

mort cellulaire dans le noyau arqué, entraîne une importante perte 

d'immunoréactivité pour les ENK dans la zone externe de l'EM. Ces 

résultats sont en faveur de l'existence d'une projection enképhalinergique 

du noyau arqué vers l'EM. Meister et al. (1989) ont confirmé cette 

observation chez le Rat et montré que cette projection se fait dans les régions 

latérales de la zone palissadique (synonyme de zone externe) de l'EM. 

Cependant, ces auteurs considèrent que l'importante population de TN 

enképhalinergiques qu'ils observent dans la partie centrale de l'EM est 

originaire des régions parvocellulaires des noyaux paraventriculaires. 

Une technique combinant à la fois le marquage rétrograde des 

neurones qui projettent dans la zone externe de l'EM et la détection 

immunocytochimique de neuropeptides a permis de montrer 

qu'effectivement, un grand nombre de neurones enképhalinergiques de la 

partie parvocellulaire du NPV innervent la zone externe de l'EM 

(Merchenthaler, 1992). Par conséquent, les TN de l'EM contenant des ENK 

proviennent pour une petite part du noyau arqué (Meister et al., 1989) et 

surtout de la région parvocellulaire du NPV (Merchenthaler, 1992). Compte 

tenu de la localisation des corps cellulaires dans le NPV, il semblait probable 

que les ENK pouvaient être coexprimées avec le CRF. Effectivement, 

Hôkfelt et al. (1983) ont montré que le CRF et les ENK pouvaient être 

contenus dans les mêmes neurones dans la région parvocellulaire du NPV. 

Quelques années plus tard, Hisano et al. (1986) ont mis en évidence que des 

TN périportales chez le Rat contenaient à la fois des ENK et du CRF. Enfin, 

Ceccatelli et al. (1989) ont précisé qu'en fait 20% des cellules à CRF du NPV 

coexprimaient les ENK. L'importante population de TN à ENK observée 

dans la région médiane de la zone palissadique de l'EM (Meister et al., 1989) 

correspondrait donc à des TN à CRF. 

Pendant la lactation, le taux d'ENK de l'EM est particulièrement 

élevé. En 1993, Merchenthaler a constaté que l'expression des ENK 

contenues dans les neurones tubéroinfundibulaires dopaminergiques 

(TIDA) augmente pendant la lactation. Il est donc probable que la projection 

enképhalinergique du noyau arqué, observée par Meister et al. (1989) 

corresponde à des neurones dopaminergiques, mais ceci reste à prouver car 

chez le mâle et la femelle normale, il n'a pas été véritablement montré une 
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coexpression de la DA et des ENK. 

Par conséquent, on peut penser que chez le Rat, les ENK de l'EM sont 

contenues dans 2 grands systèmes hypophysiotropes: le sytème à CRF et le 

système à DA. Les ENK contenues dans ces systèmes sont, de par leur 

localisation, impliquées dans la régulation de fonctions neuroendocrines. 

Les ENK sont également présentes dans le tractus hypothalamo

neurohypophysaire et sont observées dans les neurones à ocytocine (Martin 

et al., 81; Adachi et al., 1985). 

Chez le Cobaye, autre animal de laboratoire très étudié, la situation est 

totalement différente. En effet, les ENK de l'EM externe proviennent du 

noyau périventriculaire et sont colocalisées avec la SOM (Tramu et al., 1984; 

Beauvillain et al., 1984). 

C- ROLE DES ENKEPHALINES DANS LA REGULATION DES FONCTIONS 

NEUROENDOCRINES 

Comme nous l'avons évoqué dans l'introduction, l'influence des ENK sur 

les sécrétions hypophysiotropes peut potentiellement s'exercer à 2 niveaux 

de l'hypothalamus: les corps cellulaires et l'EM. 

L'existence d'un contrôle au niveau des corps cellulaires est supportée 

par Fitzsimmons et al. (1992) qui montrent une innervation 

enképhalinergique de neurones à DA dans le noyau arqué. La DA est 

impliquée dans l'inhibition de la libération de PRL (Birge et al., 1970; Mac 

Leod et al., 1970; Gudelsky , 1981; Ben Jonathan, 1985) et exerce une action 

stimulatrice sur la libération du GnRH (Brown, 1967; Barry et Léonardelli, 

1968; Kordon et Glowinski, 1969; Lichteinsteiger, 1969; Kamberi et al., 1970; 

Schneider et Mc Caan, 1970; Rotsztejn et al., 1977). Par conséquent, une 

action des ENK sur les fonctions gonadotrope et prolactinémique via des 

afférences sur les péricaryons à DA est envisageable. D'autre part, il existe 

des afférences enképhalinergiques sur des cellules à POMC du noyau arqué 

se projetant sur des neurones à GnRH de l'aire préoptique (Zhang et al., 

1987). 

Les travaux évoquant l'action spécifique des ENK dans l'EM sont peu 

nombreux bien que les ENK soient abondantes dans la zone de libération 
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des facteurs hypophysiotropes. Par ailleurs, il faut rappeler qu'aucune action 

hypophysiotrope directe des ENK sur l'adénohypophyse n'a été démontrée. 

Quelques travaux seulement suggèrent l'existence d'une action des ENK 

dans cette région (Rotsztejn et al., 1978; Ferland et al., 1978; Drouva et al., 

1981; Rotsztejn et al., 1982; Arita et Kimura, 1988). Une action inhibitrice des 

ENK sur les TN à SOM de l'EM est envisageable (Drouva et al., 1981), ce qui 

pourrait expliquer l'action stimulatrice des opioïdes sur la sécrétion de la 

GH (Kokka et al., 1972, Ferland et al., 1977). L'existence d'une action 

stimulatrice sur les TN à GRF, ne peut cependant pas être exclue. De même, 

Buckingham (1982) a montré que les ENK peuvent stimuler la sécrétion du 

CRF par l'hypothalamus mais le site d'action exact demeure inconnu. Une 

action des ENK sur les TN à CRF de l'EM, bien que non documentée, est 

possible. L'action stimulatrice des ENK sur la libération de la PRL serait, au 

moins en partie, exercée au niveau de la zone externe de l'EM. Cette action 

s'exercerait sur les TN dopaminergiques de l'EM (Ferland et al., 1978; Arita 

et Kimura, 1988). A notre connaissance, aucune observation ne fait état d'un 

contrôle opioïde direct sur les TN à TRH de l'EM. Une telle action ne peut 

cependant pas être exclue. Enfin, il est actuellement impossible de préciser si 

l'influence que les ENK semblent avoir au niveau de l'EM sur la sécrétion 

du GnRH, s'exerce directement sur les TN à GnRH, indirectement via les 

TN à DA ou sur les 2 types de TN (Rotsztejn et al., 1978; Drouva et al., 1981; 

Rasmussen, 1988). 

D- LES RECEPTEURS AUX OPIOIDES 

La découverte des ENK en 1975 (Hughes et al., 1975) a initié des 

recherches afin de découvrir les récepteurs de ces opioïdes et l'année 

suivante, Martin et collaborateurs (Martin et al., 1976; Gilbert et Martin, 

1976) ont démontré l'existence d'au moins 3 types de récepteurs opioïdes 

qu'ils ont appelé -J,1, ù, K. Depuis, d'autres travaux ont suggéré l'existence de 

sous-types de récepteurs (J.11, 1J.2, 81, 82) et d'un type de récepteurs très 

spécifiques de la J3-END, le récepteur E. 

Néanmoins, les récepteurs opioïdes les plus étudiés, donc les mieux connus, 

sont les récepteurs de types Jl, ù, K (Wood et Iyengar S, 1988; Paterson et al., 

1983; Simon, 1991). Pour chacun de ces récepteurs, il existe des ligands très 

spécifiques qui permettent de les détecter et de les différencier. Nous n'en 

citerons que quelques uns. Le FK-33824 et la Diprenorphine sont des ligands 
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des récepteurs J.L La (D-Ala2)-Leu-Enképhaline, l'azido DTLET, la Deltorphin 

sont spécifiques des sites de liaison 8. La DP DYN, le CI-977 et le U-69593 

reconnaissent les récepteurs de type K (Fowler et Fraser, 1994). 

Les récepteurs opioïdes sont capables de lier plus d'un opioïde 

endogène (Cox, 1982). Il existe cependant une spécificité orientée de chaque 

classe de récepteur. Le récepteur 8 est un récepteur dont les ligands 

endogènes majeurs sont les ENK. Le récepteur K semblent essentiellement 

médier les actions des dérivés de la proDYN (dyn A, dyn B, a et~ 

néoendorphines). le récepteur Jl semble pouvoir reconnaître plusieurs 

ligands endogènes, notamment la ~-END et les ENK pour lesquelles le 

récepteur Jl présente une forte affinité, seulement 10 à 20 fois plus faible que 

l'affinité du récepteur 8 (Simon, 1991). 

L'administration intrahypothalamique d'analogues opioïdes a de nombreux 

effets sur la physiologie de l'animal. Elle peut par exemple, provoquer une 

chute de la pression sanguine (Kregel et al., 1985), stimuler l'appétit (Gosnell 

et al., 1987) et moduler la libération de divers facteurs hypophysiotropes 

(Kalra et al., 1987). Les peptides opioïdes de l'hypothalamus possèdent donc 

un rôle dans la régulation de certaines fonctions autonomes, 

comportementales et neuroendocrines. 

Des techniques biochimiques de dosage de récepteurs (Chang et 

Cuatrecassas, 1979; Wolozin et al., 1982) et des techniques de détection 

radioautographique (Atweh et Kuhar, 1977; Pearson et al., 1980; Goodman et 

al., 1980; Herkenham et Pert, 1980; 1982; Duka et al., 1981; Wolozin et al., 

1982; Quirion et al., 1983; Wamsley, 1983; Lynch et al., 1985; Mc Lean et al., 

1986; Mansour et al., 1986; 1987; Tempel et Zukin, 1987), ont montré que les 3 

principaux types de récepteurs opioïdes sont présents dans l'hypothalamus 

des Mammifères. 

Certains auteurs considèrent que l'hypothalamus est une région 

particulièrement riche en récepteurs de type Jl (Atweh et Kuhar, 1977; Chang 

et Cuatrecassas, 1979; Goodman et al., 80; Pearson et al., 80; Duka et al., 1981) 

alors que d'autres considèrent que cette région en contient très peu 

(Herkenham et Pert, 1980; 1982; Wolozin et al., 1982; Quirion et al., 1383; 

Mansour et al., 1986; 1987; Mc Lean et al., 1986; Tempel et Zukin, 1987). La 

densité de sites de liaison 8 dans l'hypothalamus est considérée comme 

faible (Goodman et al., 1980; Wolozin et al., 1982; Lynch et al., 1985; Mansour 

et al., 1986; Mc Lean et al., 1986; Tempel et Zukin, 1987) ou modérée (Duka et 
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al., 1981). Quant aux récepteurs K dans cette région, leur densité serait 

relativement importante et même supérieure aux densités de sites de 

liaison ~et o (Lynch et al., 1985; Morris et Hertz, 1986; Mansour et al., 1987; 

Tempel et Zukin, 1987; Sharif et Hughes, 1989). Cependant, Jomary et al. 

(1988) ont montré une densité de sites de liaison K beaucoup plus faible à 

l'aide de ligands hautement spécifiques. Tous ces travaux, parfois 

contradictoires, ne permettent pas de se faire une idée des proportions 

relatives des différents types de récepteurs dans l'hypothalamus. 

En 1990, une étude centrée sur l'hypothalamus a été publiée par Desjardins 

et al .. Ces auteurs montrent que l'hypothalamus contient des quantités 

modérées mais mesurables de récepteurs opioïdes des 3 principaux types: ~, 

o et K. Le récepteur ~ est le récepteur opioïde le mieux représenté dans cette 

région. Les 3 types de récepteurs étudiés sont relativement abondants dans le 

noyau suprachiasmatique et l'aire préoptique. Quelques sites de liaison~ et 

o sont également détectés dans le NPV. Dans l'hypothalamus médiobasal, le 

noyau arqué possède les 3 types de récepteurs, mais en faible quantité. Par 

conséquent, la présence de récepteurs opioïdes dans des régions de 

l'hypothalamus impliquées dans les fonctions neuroendocrines (NPV, 

noyau arqué, aire préoptique) peut être mise en parallèle avec des travaux 

physiologiques suggèrant l'intervention de récepteurs opioïdes dans la 

régulation de certaines fonctions neuroendocrines au niveau de 

l'hypothalamus (Pfeiffer et al., 1983; Koenig et al., 1984; Panerai et al., 1985; 

Krulich et al., 1986). 

De plus, une équipe s'intéressant plus précisément à l'action des opioïdes au 

niveau du noyau arqué du Rat, a montré qu'un agoniste des récepteurs de 

type~ provoquait une hyperpolarisation des neurones (Loose et Kelly, 1989; 

Loose et Kelly, 1990; Loose et al., 1991). Cette hyperpolarisation membranaire 

traduirait en fait l'inhibition opiacée dont certains neurones du noyau arqué 

sont l'objet. Ces neurones pourraient être dopaminergiques. 

Peu d'études se sont intéressées à la présence éventuelle de sites de liaison 

opioïdes dans l'EM du Rat. Il n'a pas été mis en évidence de quantités 

significatives de récepteurs dans cette région (Mc Lean et al., 1986; Tempel et 

Zukin, 1987; Desjardins et al., 1990) bien que des travaux plus physiologiques 

prouvent leur présence (Drouva et al., 1981; Rotsztejn et al., 1978; 1982; 

Rasmussen et al., 1988; Arita et Kimura, 1988). 

Exceptée une étude morphologique montrant la présence de récepteurs 

opioïdes de type ~ dans l'EM du Cobaye à l'échelle ultrastructurale 
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(Beauvillain et al., 1992), les méthodologies utilisées pour détecter les 

récepteurs opioïdes n'ont pas permis de déterminer d'une façon précise (à 

l'échelle cellulaire) leur localisation. 

Ces 2 dernières années, le clonage des principaux récepteurs opioïdes 

(Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992; Chen et al., 1993; Wang et al., 1993) a 

ouvert de nouvelles perspectives en permettant l'étude des récepteurs 

opioïdes par hybridation in situ (Chen et al., 1993; Minami et al., 1993; 

Mansour et al., 1993; Schiifer et al., 1994). Ces travaux ont montré que les 

ARN messagers (ARNm) qui codent pour les 3 principaux types de 

récepteurs opioïdes (Jl, o, K) ont une distribution très large dans le SNC du 

Rat. 

Actuellement, peu d'informations sur la distribution de l'ARNm du 

récepteur o dans l'hypothalamus sont disponibles; le travail de Mansour et 

al. (1993) montre cependant l'existence de l'ARNm du récepteur o dans le 

noyau ventromédian de l'hypothalamus. De plus, dans cette région, une 

faible densité d'ARNm du récepteur Il (Delfs et al., 1994; Mansour et al., 94) 

et une densité importante de l'ARNm du récepteur K (Minami et al., 93) 

sont détectées. Seule la distribution de l'ARNm du récepteur K dans 

l'hypothalamus est bien établie: il existe une expression importante 

d'ARNm du récepteur K dans des régions hypophysiotropes telles que le 

NPV, le NSO, l'aire préoptique et le noyau arqué (Minami et al., 93; 

Mansour et al., 1994b). 

Les premiers résultats d'hybridation in situ ont montré pour les récepteurs 

opioïdes de type Jl, o et K, une certaine corrélation entre la distribution de 

l'ARNm et la distribution des sites de liaison de ligands spécifiques dans le 

SNC (Mansour et al., 1993; 1994a; 1994b; Delfs et al., 94). Cependant, des 

régions riches en sites de liaison n'expriment pas forcément l'ARNm du 

récepteur correspondant et inversement, des régions ayant une forte 

expression d'ARNm pour un récepteur, ne sont pas systématiquement 

marquées par un ligand spécifique de ce récepteur. Ceci est 

vraisemblablement le reflet du transport de récepteurs en dehors de leur 

région de synthèse. 

La mise en évidence des ARNm des récepteurs opioïdes par hybridation in 

situ est une technique compatible avec la détection immunocytochimique 

de peptides opioïdes. La réalisation de doubles marquages permettra sans 

aucun doute de mieux appréhender le rôle des opioïdes. 
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D'autre part, la connaissance de la séquence des différents récepteurs 

permet d'envisager la fabrication d'anticorps anti-récepteurs. Les premières 

études utilisant des anticorps anti-récepteurs ont fait l'objet de 

communications lors du 24ern Congrès de la Société des Neurosciences 

Américaine (Wessendorf et al., 1994; Arvidsson et al., 1994). La détection 

immunocytochimique des récepteurs opioïdes ouvre également de 

nouvelles perspectives. Cependant, compte tenu du marquage cellulaire 

obtenu (membranaire ou cytoplasmique) et des nombreux types et sous

types de récepteurs, l'interprétation des résultats s'avère d'ores et déjà 

délicate. 
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Tableau A: Substrats de l'endopeptidase-24.11 

peptides présence dans constantes de hydrolyse in 

l'éminence spécificité vivo 

médiane 

-peptides opioïdes 

. Met-enképhaline + 300 oui 

. Leu-enképhaline + 100 oui 

. Heptapeptide + 21 ? 

. dérivés de la POMC + 0 

. dérivés de la + 0 

prod ynorphine 

-autres peptides 

. Substance P - 362 oui 

. Cholécystokinine-8 + 15 ? 

. Cholécystokinine-4 + 3 ? 

. Angiotensine II + 24 ? 

. N eurotensine + 10 ? 

. Facteur natriurétique + non oui (rein) 

a trial déterminée 

Tableau réalisé à partir des travaux de Turner et al., 1985 et Schwartz et al., 

1986. 
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MATERIEL ET METHODES 



MATERIEL ET METHODES 

A- SUJETS EXPERIMENTAUX 

1) Animaux, conditions d'élevage 

Les différentes observations et expérimentations sont menées chez des rats 

Wistar mâles adultes pesant environ 350g et des rates Wistar lactantes 

pesant environ 300g. Ces animaux proviennent de l'élevage Iffa Credo 

(Lyon, France), et sont soumis à un rythme d'éclairement artificiel 12h-12h, 

à une température de 20-22°C et ont libre accés à la nourriture et à l'eau de 

boisson. 

2) Sacrifice et dissection 

Les animaux sont décapités sans anesthésie préalable. Le cerveau est alors 

rapidement disséqué, hypophyse attenante. Le cerveau est ensuite délimité 

de façon à obtenir un cube comportant l'hypothalamus, l'EM et 

l'hypophyse. Pour cela, nous éliminons à main levée les bulbes olfactifs, le 

cervelet et une partie du cortex. La limitation du volume des pièces facilite 

la pénétration du fixateur. 

B- IMMUNOCYTOCHIMIE EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE 

Notre étude fait essentiellement appel à des techniques de microscopie 

électronique. Cependant, une approche en microscopie photonique à été 

utilisée pour l'étude de rates lactantes. 

Dans cette partie de l'étude, 8 rates Wistar gestantes provenant de l'élevage 

Iffa Credo sont logées en cages individuelles, où elles mettent bas au bout de 

quelques jours. Deux jours après la parturition, les portées sont ajustées à 10 

petits par femelle. Les animaux sont alors divisés en 2 groupes. Un lot 

comprend 4 femelles auxquelles les petits sont laissés jusqu'au jour 10 

postpartum (jour 0 = jour de la naissance), ce lot est appelé: femelles 

lactantes (nursing females). L'autre groupe est constitué de 4 femelles 

séparées de leurs petits au jour 8 postpartum. Ce deuxième groupe est 

appelé: femelles séparées (separated females, no pups 48H). 
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1) Préparation des tissus 

a) Sacrifice des animaux 
Toutes les rates sont décapitées au jour 10 postpartum à 15HOO. Le cerveau 

rapidement disséqué est immédiatement fixé par immersion 1 h à 20°C dans 

un mélange fixateur comprenant: 4% paraformaldéhyde, 0.2% d'acide 

picrique et 0.05% de glutaraldéhyde dans du tampon phosphate O. lM pH 7.4 

(Marcel et al., 1990). 

b) Confection des coupes 
Après fixation et immersion pendant une nuit à 4°C dans du tampon 

phosphate O.lM sucrose à 20% pH 7.2, les cerveaux sont congelés à l'aide de 

glace carbonique. Les blocs ainsi obtenus sont conservés à -80°C puis débités 

en coupes frontales de 10 ~m d'épaisseur à l'aide d'un Cryostat Reichert

Jung. Toutes les coupes présentant l'EM sont récupérées sur des lames 

gélatinées (0.6% de gélatine, 0.2% alun de chrome) et sont conservées à -80°C 

jusqu'à la réalisation des détections immunocytochimiques. 

2) Origine, préparation et spécificité des anticorps 

a) Anti-octapeptide 
Le système enképhalinergique de l'EM est mis en évidence à l'aide d'un 

immunsérum polyclonal anti-octapeptide [met]-enképhaline-Arg-Gly-Leu 

obtenu chez le lapin. La spécificité de l'immunomarquage vu avec cet 

immunsérum a été préalablement vérifiée (Magoul et al., 1993a). 

Ces auteurs ont montré que la réaction immunocytochimique obtenue avec 

cet immunsérum préalablement adsorbé par un excés de met-ENK, de leu

ENK, d'heptapeptide, de DYN 1-8 ou de DYN 1-17 est identique à la réaction 

obtenue avec l'immunsérum non adsorbé. En revanche, l'adsorption de 

l'immunsérum par l'octapeptide abolit le signal. 

b) Anti-neurokinines 
L'immunsérum anti-neurokinines utilisé dans ce travail a été obtenu par 

immunisation d'un lapin avec de la neurokinine A de synthèse liée à de la 

sérum albumine humaine. L'étude de spécificité montre que cet 

immunsérum reconnaît principalement la neurokinine A mais aussi la 

neurokinine B et la substance P (Magoul et al., 1993b). Par conséquent, le 
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signal immunocytochimique observé à l'aide de cet immunsérum est un 

marquage anti-neurokinines (anti-NK). 

c) Anti-endopeptidase-24.11 

L'E-24.11 est détectée à l'aide de l'anticorps monoclonal de souris mAb 85A2 

(don du Dr H. Pollard INSERM U29) dont la séléctivité et la sensibilité sont 

clairement établies (Pollard et al., 1987a; 1987b; Roneo et al., 1986; 1988). Pour 

les besoins de l'étude, l'anticorps monoclonal anti-E-24.11 (mAb 85A2) est 

iodé selon la méthode à la chloramine T (Mc Conahey et Dixon, 1966) 

suivant le protocole décrit en Annexe 1. 
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Annexe 1: Protocole d'iodation de l'anti-endopeptidase-24.11 

-50 Jlg d'anticorps (3 mg/ml) c'est à dire 17.5 Jll dans 50 Jll de tampon 
phosphate K2/K 0.1 M pH 7.4. 

-ajout de 4 Jll d'iode 125 (0.4 mCi). 

-ajout de 4 Jll chloramine T (3 mg/ml). 

-contact 1 min en agitation avant l'adjonction de 4 Ill de métabisulfite de 

sodium (6 mg/ml). 

-agitation puis addition de 20 Jll d'iodure de sodium lM. 

-dilution à 500 Jll dans tampon phosphate K2/K 0.1 M contenant 0.5% de 

sérum albumine bovine (BSA). 

-gel filtration sur colonne PD 10 calibrée Pharmacia (Sephadex G25 

medium), élution avec tampon phosphate K2/K 0.1 M contenant 0.5% de 

BSA. 

-collecte de 20 fractions de 1 ml. 

-5 Jll sont prélevés de chaque fraction et aussitôt comptés à l'aide d'un 

compteur gamma LKB. 

-les fractions choisies sont conservées à 4°C en présence d'azide de sodium 

(0.25 mg/ml). 

1200000 

1000000 

~ 800000 

600000 

400000 

200000 

0 
0 

Iodation de l'anticorps mAb 85A2 

1 

1: mAb 85A2 iodé 

2: iodures 

2 

10 20 

Fractions 
Nous avons utilisé les fractions 6 et 7. 
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3) Réactions immunocytochimiques 

Des coupes sériées réalisées au cryostat, provenant de chaque animal, sont 

traitées afin de détecter l'E-24.11, les neurokinines (NK) et les enképhalines 

(ENK). Une réaction radioimmunocytochimique directe utilisant l'anticorps 

mAb 85A2 préalablement iodé est réalisée afin de détecter l'E-24.11. Quand 

aux NK et aux ENK, elles sont détectées par immunofluorescence indirecte. 

a) Macroradioautographie et radioimmunocytochimie sur coupes au 
cryostat 
Afin de détecter l'E-24.11 à l'aide de l'anticorps monoclonal iodé, des coupes 

à congélation, jusqu'alors stockées à -80°C, sont décongelées. Après un 

rinçage de 10 minutes dans du tampon Coons pH 7.4 (Annexe 2), les coupes 

sont préincubées 30 minutes à température ambiante dans du tampon 

Coons pH 7.4 contenant 20% de sérum de souris saines, puis rincées de 

nouveau 3 fois 3 minutes dans du tampon phosphate K2/K 0.1 M pH 7.4. 

Les coupes sont ensuite incubées 3 heures à température ambiante avec 

l'anti-E-24.11 iodé à raison de 300 000 cpm/ coupe (activité spécifique 8 

J.!Ci/J.lg). L'anticorps est dilué dans du tampon phosphate K2/K 0.1M 

contenant 0.2% de sérum BSA. Après 3 rinçages de 3 minutes dans le même 

tampon, les lames sont séchées puis recouvertes d'un film P- sensible <P 
max Amersham pour macroradioautographie) pendant 4 jours. 

Le film de macroradioautographie est révélé dans du D19b pur (Kodak) 4 

minutes 30 à 20 °C, fixé dans du fixateur Unifix Kodak 5 minutes, puis séché 

avant d'être observé. Les coupes sont ensuite déshydratées, délipidées dans 

du toluène, réhydratées et séchées. Enfin, les lames sont recouvertes d'une 

émulsion liquide 13- sensible (LM1 Amersham) pour microscopie 

photonique et placées en exposition 5 semaines à température ambiante 

dans des boîtes opaques en présence d'un dessicant (silicagel, Prolabo). La 

révélation se fait également dans du D19b pur (2 minutes 30). La fixation 

dans du thiosulfate de sodium à 30% dans l'eau (5 minutes). 

b) Immunocytochimie sur coupes à congélation 
Des coupes adjacentes provenant de chaque animal sont traitées afin de 

détecter soit les ENK, soit les NK. 

Les ENK sont détectées suivant le protocole décrit ci-dessous: 
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Les coupes adjacentes choisies sont décongelées puis rincées pendant 10 

minutes dans du tampon Coons pH 7.4. Elles sont ensuites incubées dans l' 

anticorps primaire anti-ENK (appelé IS 30) au 1/800 dans du tampon Coons 

contenant 0.25% de Triton X-100, une nuit à température ambiante. Après 3 

rinçages de 3 minutes dans du tampon Coons pH 7.4, les coupes sont 

incubées dans l'anticorps secondaire IgG de chèvre anti-lapin couplées à la 

FITC (Jackson immunoresearch, West Grove, PA) au 1/100 dans le tampon 

Coons pH 7.4 pendant 90 minutes à 20 oc. Les lames sont ensuite rincées 

dans le même tampon 3 fois 3 minutes, montées à l'Eukitt puis observées. 

La technique d'immunocytochimie employée pour détecter les NK est 

identique. Seul l'anticorps primaire et la concentration à laquelle l'anticorps 

est utilisé changent. En effet, les NK sont détectées à l'aide de l'anti-NKA (IS 

24) dilué au 1/300. 

4) Contrôles 

La spécificité de la fixation des anticorps détectés par immunofluorescence 

est vérifiée par: 

-ommission de l'immunsérum primaire. 

-remplacement de l'immunsérum primaire par du sérum non immun. 

-adsorption de l'immunsérum par l'immunogène en excès, avant 

application sur les coupes. 

Dans tous les cas, la réaction est négative. 

5) Quantification de l'immunomarquage 

La quantification de la réaction radioimmunocytochimique obtenue au 

niveau de l'EM pour l'E-24.11 s'est révélée nécessaire afin de comparer le 

groupe des femelles lactantes (nursing females) au groupe des femelles 

séparées (no pups 48H). 

Cette analyse quantitative de l'immunoréactivité pour l'E-24.11 est réalisée 

sur les coupes à congélation (coupes cryostat) radioautographiées, grâce à un 

système d'analyse d'image de type SAMBA 2005 (Alcatel, TITN Answare, 

France). 

Chaque coupe est analysée avec un microscope Leitz à l'objectif 20X, couplé 

à une caméra vidéo JVC KY 15 CL. Pour chaque coupe, la zone externe de 

l'EM est délimitée sur image vidéo. Ce système permet de mesurer la 

densité optique moyenne (DOM) pour chaque région d'EM délimitée. Les 
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valeurs, exprimées en DOM, correspondent au rapport de la densité optique 

sur la surface analysée. Le signal non spécifique ou "fond" est mesuré dans 

des régions de l'hypothalamus présentant très peu d'immunoréactivité 

pour l'E-24.11. Ce signal, mesuré pour chaque lame, est soustrait 

automatiquement de la DOM mesurée dans l'EM. 

La DOM des noyaux entopédunculaires (régions connues pour leur richesse 

en E-24.11) est également mesurée afin de constituer un contrôle 

supplémentaire. 

C- RADIOIMMUNOCYTOCHIMIE A L'ECHELLE ULTRASTRUCTURALE 

1) Préparation des tissus 

6 rats Wistar mâles sont décapités sans anesthésie préalable. Les cerveaux 

sont immédiatement disséqués et fixés par immersion selon Marcel et al., 
(1990) dans un mélange fixateur contenant 4% de paraformaldéhyde, 0.2% 

d'acide picrique, 0.05% de glutaraldéhyde dans du tampon phosphate 0.1 M 

pH 7.4 (1h à température ambiante). Après fixation, les cerveaux sont 

délimités de façon à obtenir des blocs comprenant l'hypothalamus, l'EM et 

l'hypophyse. Les blocs ainsi obtenus sont coupés à l'aide d'un Vibratome 

(Oxford Instruments) en tranches de 80 à 100 ~J.m d'épaisseur. Ces coupes 
épaisses sont collectées dans du tampon phosphate K2/K 0.1 M froid. 

2) Traitement des coupes épaisses 

a) Immunocytochimie et inclusion 

Les coupes au vibratome sont rincées dans du tampon phosphate 0.1 M 

contenant 0.2% de BSA, incubées avec l'anticorps mAb 85A2 iodé (voir 

protocole d'iodation, Annexe 1) à raison de 300 000 cpm/ coupe pendant 3 h 

à température ambiante, puis rincées 2 fois 10 mn dans le tampon 

phosphate 0.1 M pH 7.4. Les tranches sont ensuite postfixées 30 mn par de 

l'acide osmique dilué à 1% dans le même tampon puis rincées, déshydratées 

et incluses dans l'Araldite. 

b) Confection des coupes à l'ultramicrotome 
Les coupes sont réalisées à l'aide d'un ultramicrotome Ultracut, Reichert

Jung. Les coupes semi-fines de 1 IJ.m d'épaisseur, réalisées au niveau de 

l'EM à partir de chaque coupe au vibratome incluse, permettent de 

s'orienter et d'évaluer la durée d'exposition des ultrafines. Les semi-fines 
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obtenues sont déposées sur des lames nettoyées à l'alcool chlorhydrique 

(mélange d'éthanol et d'acide chlorhydrique). 

Parallèlement, des coupes ultrafines (80 à 90 nm d'épaisseur) sont réalisées à 

partir des mêmes blocs d'inclusion et sont déposées sur des lames 

recouvertes d'un film de celloïdine (2% dans l'acétate d'isoamyle). Pour 

assurer une épaisseur monocristalline uniforme de l'émulsion 

photographique qui sera déposée ultérieurement sur les lames, les coupes 

ultrafines sont déposées à 2.5 cm du bord inférieur des lames. 

3) Radioautographie des coupes semi-fines 

Les lames sur lesquelles sont déposées les coupes semi-fines sont 

recouvertes d'une émulsion photographique liquide (LM1 Amersham) par 

trempage. Cette opération se fait en chambre noire (lumière rouge), 

l'émulsion étant chauffée à 41 oc au moyen d'un bain-marie. Après séchage 

une nuit, les lames sont rangées dans des boîtes opaques étanches en 

présence d'un dessicant (gel de silice, Prolabo). Après 5 à 7 semaines 

d'exposition, les radioautographies sont développées dans du D19b à 18°C 

pendant 2 min 30. Les lames sont ensuite fixées dans une solution de 

thiosulfate de sodium à 30% dans l'eau et rincées 3 x 10 min dans l'eau 

distillée. Après séchage, les coupes sont colorées au bleu Azur 1/1000 puis 

observées au microscope. 

4) Radioautographie des coupes ultrafines 

Les lames celloïdinées sur lesquelles sont déposées les coupes ultrafines sont 

contrastées par l'acétate d'uranyl (2.5% dans du méthanol 50%) pendant 15 

min, séchées une nuit à l'air ambiant puis contrastées au citrate de plomb 

(0.2 g pour 50 ml d'eau bidistillée) pendant 8 min en présence de pastilles 

d'hydroxyde de potassium car il existe un risque de précipitation du citrate 

de plomb en présence de gaz carbonique. Après séchage, les lames sont 

carbonées sous vide avant d'être recouvertes d'une émulsion 

photographique (EM1 Amersham) par trempage (technique dite du 

dipping). Toutes les manipulations avec l'émulsion se font en chambre 

noire. Les lames sont séchées une nuit en chambre noire avant d'être 

rangées et stockées 8 à 10 semaines en boîtes opaques étanches en présence 

d'un dessicant (anhydride phosphorique). La révélation photographique se 

fait dans du Microdol X (Kodak) pendant 2 min 30 sec, la fixation dans du 

thiosulfate de sodium à 30% dans l'eau bidistillée pendant 5 min. 
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Les lames sont ensuite rincées dans l'eau bidistillée pendant 3 x 10 min puis 

placées dans une chambre humide. Les membranes de celloïdine sur 

lesquelles sont déposées les coupes ultrafines sont décollées sur de l'eau 

froide selon Larra et Droz, (1970). Des grilles de microscopie électronique 

(200 mesh) sont déposées sur les coupes. Le film de celloïdine et les grilles 

sont alors récupérés à l'aide d'une feuille de papier filtre et séchés à l'étuve 

40°C. Enfin, la membrane de celloïdine est affinée pendant 1 min dans de 

l'acétate d'isoamyle puis les grilles sont observées avec un microscope 

électronique Zeiss 902. 

5) Analyse des radioautographies 

En microscopie électronique, la localisation de l'E-24.11 par l'anticorps 

monoclonal mAb 85A2 iodé se manifeste par un tortillon d'argent. En 

raison d'une résolution relativement limitée de la méthode 

radioautographique, l'analyse de la distribution des grains d'argent s'avère 

nécessaire afin de déterminer la localisation des sources radioactives dans le 

tissu. La distribution des grains est analysée selon une méthode préconisée 

par Blackett et Parry, (1977) puis reprise par Hamel et Beaudet, (1984). Des 

coupes ultrafines provenant des 6 animaux sont systématiquement 

observées et chaque site marqué est photographié à un grossissement de 

12000. 

La localisation de chaque grain photographié (grains dits réels) est analysée. 

Les grains sont alors répartis en différentes catégories selon les structures 

sous-jacentes. Les grains recouvrant une seule structure sont appelés grains 

exclusifs, ceux recouvrant plusieurs structures sont appelés grains partagés. 

Afin de vérifier que les grains observés dans notre expérience (grains réels) 

ne sont pas distribués de façon aléatoire, leur localisation est comparée à 

celle de grains dits hypothétiques. Cette population de grains hypothétiques 

est obtenue en plaçant sur les mêmes documents photographiques des séries 

de cercles ayant pour diamètre la taille moyenne d'un grain d'argent, ce qui 

permet également d'observer les structures situées sous les cercles. De la 

même façon, les grains hypothétiques sont répartis en différentes catégories 

selon les structures sous-jacentes. 

Pour les deux populations, réelle et hypothétique, les grains partagés sont 

répartis dans des catégories n'incluant que deux structures. Les tortillons 

peu nombreux disposés en apposition sur 3 voire 4 structures sont répartis 

proportionnellement dans les 2 principales catégories (terminaison 
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nerveuse/terminaison nerveuse et terminaison nerveuse/tanycyte), en 

tenant compte de la fréquence de marquage de ces catégories. La 

comparaison entre la distribution réelle et la distribution hypothétique est 

statistiquement évaluée avec un test chi2. 

D- DOUBLES MARQUAGES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

Nous avons réalisé les doubles détections suivantes: 

-E-24. 11 1 tyrosine hydroxylase (TH) 

-E-24. 11 1 gonadolibérine (GnRH) 

-E-24. 11 1 corticolibérine (CRF) 

-E-24. 11 1 somatostatine (SOM) 

-E-24. 11 1 somatolibérine (GRF) 

-E-24. 11 1 thyrolibérine (TRH) 

Toutes ces doubles détections sont réalisées de la même manière, l'E-24.11 

est détectée à l'aide de l'anticorps mAb 85A2 iodé tandis que l'autre antigène 

recherché est mis en évidence par une méthode immunoenzymatique 

indirecte (peroxydase). 

1) Préparation des tissus 

20 rats Wistar mâles ont été utilisés. Après décapitation, les cerveaux sont 

fixés par immersion selon Marcel et al., (1990) pendant 1 h puis délimités. La 

région comprenant l'EM est débitée en tranches de 80 à 100 11-m à l'aide d'un 

Vibratome, tranches qui sont collectées dans du tampon phosphate 0.1 M 

pH 7.4 froid. 

2) Doubles marquages immunocytochimiques et inclusion 

Pour chaque double détection, des coupes au vibratome provenant de 

plusieurs animaux sont incubées dans un mélange d'anticorps composé de 

l'anti-E-24.11 iodé (200 000 cpm/coupe) et d'un autre immunsérum: anti-TH 

(Institut J. Boy S.A., Reims), ou anti-GnRH, ou anti-CRF, ou anti-SOM, ou 

anti-GRF, ou anti-TRH) pendant 15 h environ à 4°C. 

Les caractéristiques et concentrations des immunsérums employés sont 

reprises dans le tableau ci-dessous: 
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lm rn un sérums Espèce dilution Spécificité (références) 

productrice 

Anti-TH Lapin 1/1000 -Origine commerciale: 

Institut J. Boy. (France) 

Anti-GnRH Lapin 1/1000 -Barry et Dubois, 1973; 

1974; 1975. 

-Barry et al., 1973. 

Anti-0-CRF Lapin 1/1000 -Tramu et al., 1984. 

An ti-SOM Lapin 1/1000 -Maubert et al., 1992. 

Anti-rat-GRF Lapin 1/1000 -Ciofi, 1987, Thèse. 

Anti-TRH Lapin 1/1000 -Origine commerciale: 

Euro-diagnostics (Pays-

bas) 

L'incubation avec le mélange d'anticorps primaires est réalisée dans du 

tampon phosphate K2/K 0.1 M pH 7.4 contenant 0.2% de BSA. Les coupes 

sont ensuite rincées 3 fois 10 min dans du tampon Tris-HCl 0.1 M pH 7.4 

puis incubées pendant 75 min avec un anticorps secondaire constitué de 

fragments Fab d'immunoglobulines G de chèvre dirigés contre les IgG de 

lapin, conjugués à la peroxydase et dilués au 1/100 dans du tampon Tris-HCl 

0.1 M pH 7.4 (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA). Après cette 

étape, les coupes épaisses sont lavées 3 fois 10 min dans le même tampon. 

L'activité peroxydasique est ensuite révélée (2 à 3 min à froid) dans du 

tampon Tris-HCl 0.1 M pH 7.4 contenant 0.05% de 3-3' diaminobenzidine 

tétrahydrochloride (DAB) et 0.003% de peroxyde d'hydrogène (H202), selon 

la méthode de Graham et Karnovski, 1966. 

Enfin, les coupes au vibratome sont postfixées 30 min avec du tétroxyde 

d'osmium (Os04) dilué à 1% dans du tampon phosphate 0.1 M, rincées, 

déshydratées et incluses dans l'Araldite. Comme pour la détection de l'E-

24.11 seule, des coupes semi-fines d'1 ~rn d'épaisseur et des coupes 

ultrafines de 80 à 90 nm d'épaisseur sont réalisées avec un ultramicrotome à 

partir de chaque tranche vibratome incluse dans l'Araldite. Les coupes semi

fines et ultrafines ainsi obtenues sont ensuite respectivement traitées pour 

la radioautographie en microscopie optique et la radioautographie en 

microscopie électronique (cf Matériel et Méthodes, C-3, C-4). 
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3) Contrôles 

La spécificité de la radioimmunocytochimie est testée en incubant pendant 

15h à 4°C des tranches vibratome avec des immunoglobulines de souris 

saines iodées (200 000 cpm 1 coupe) ou avec de l'iode125 libre (200 000 cpm 1 
coupe). L'obtention et la procédure d'iodation des immunoglobulines de 

souris saines sont résumées en annexe 3. Après cette incubation, les 

tranches sont traitées comme précédemment décrit afin d'obtenir des 

coupes semi-fines qui sont radioautographiées. 

4) Analyse des radioautographies 

A l'échelle ultrastructurale, le marquage de l'E-24.11 se manifeste sous la 

forme d'un tortillon d'argent. La présence des autres antigènes recherchés, 

mis en évidence par une méthode immunoenzymatique indirecte, apparaît 

sous la forme d'un précipité de DAB, dense aux électrons. Compte tenu des 

limitations inhérentes à la technique radioautographique, il est difficile de 

déterminer laquelle des 2 membranes constituant une apposition est 

marquée par le tortillon d'argent. Cependant, afin d'interpréter tous les 

doubles marquages réalisés, il est crucial d'attribuer le marquage anti-E-24.11 

à l'une ou l'autre des structures formant l'apposition. 

Dans ce but, tous les champs microphotographiques doublement marqués, 

sont photographiés. L'analyse des microphotographies fait apparaître qu'un 

certain nombre de critères permettant parfois de savoir quelles sont les 

structures marquées peuvent être retenus. 

Ces critères sont les suivants : 1-) Tout d'abord, lorsqu'une structure (TN le 

plus souvent) présente plusieurs grains d'argent, il est alors possible de lui 

attribuer le marquage radioautographique. 2-) Quand une structure peut être 

observée sur 2 coupes ultrafines adjacentes, il est particulièrement 

intéressant de voir si cette structure présente un marquage 

radioautographique sur les 2 coupes. Dans le cas où une même structure est 

marquée sur 2 ultrafines adjacentes, le signal radioautographique peut-être 

attribué à cette structure. 3-) Si un ou plusieurs tortillons d'argent sont 

visibles sur une apposition impliquant 2 TN marquées par 

l'immunocytochimie, donc de nature connue, la nature du système 

neuroendocrinien marqué (possédant l'E-24.11) est alors définie. 4-) Enfin, 

lorsque les grains d'argent sont disposés sur de simples membranes et non 

sur des appositions de membranes, ce qui se produit lors d'une moins 
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bonne conserva ti on du tissu, l'origine du signal 

radioimmunocytochimique peut être déterminée. 
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Annexe 2: Composition du tampon Coons. 

véronal sodique 2.06 g/1. 

NaCl 8.5 g/1. 

azide 0.125 g/1. 
Le pH de la solution obtenue est ajusté à 7.6 par de l'HCl lN. 
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Annexe 3: Obtention et iodation des immunoglobulines de souris saines 

1. Obtention des immunoglobulines 

- Prélèvement du sang de 6 souris mâles adultes sacrifiées par décapitation. 

- Coagulation du sang une nuit à température ambiante. 

-Centrifugation et récupération du sérum. 

- Regroupement des sérums des 6 animaux; 1.2 ml de sérum de souris 

saines est obtenu. 

- Précipitation des immunoglobulines : 1 volume (1.2 ml) de sérum 

physiologique et 2 volumes (2.4 ml) d'une solution saturée de sulfate d' 

ammonium sont additionnés au volume de sérum de souris saines. Le 

mélange ainsi obtenu est délicatement agité puis laissé au repos environ 20 

minutes. Le tout est centrifugé à 4000 tours/minute pendant 15 minutes. 

Le culot qui en résulte est constitué par les immunoglobulines. 

- Purification des immunoglobulines : le culot est repris par 1 volume (1.2 

ml) d'eau distillée et 1 volume de la solution de sulfate d'ammonium à 

saturation. Après remise en suspension complète, le mélange est 

centrifugé de nouveau à 4000 tours/mn. Cette opération de purification est 

répétée 2 fois. 

- Enfin, le culot est repris une dernière fois par 2 ml d'eau distillée et 

dialysé 24 heures contre du tampon phosphate K/K2 0.01 M pH 7.4. 

- Dans notre préparation, nous obtenons après dialyse, 2.5 ml de tampon 

phosphate K2/K O.OlM pH 7.4 contenant les immunoglobulines de souris 

saines. Sachant que chez la souris saine, on trouve en moyenne 12 grammes 

d'immunoglobulines par litre de sérum, notre échantillon représente 14.4 

mg. La solution finale après dialyse contient donc environ 5.7 mg d' 

immunoglobulines par ml. 

2. Iodation des immunoglobulines 

-50 !lg d'anticorps (5.7 mg/ml) c'est à dire 9 j.!l dans 50 j.!l de tampon 

phosphate K2/K 0.1 M, pH 7.4. 

-ajout de 4!ll d'iode 125 (0.4 mCi). 

-ajout de 4 Ill chloramine T (3 mg/ml). 

-contact 1 min en agitation avant l'adjonction de 4 Ill de métabisulfite de 

sodium (6 mg/ml) .. 

-agitation puis addition de 20 Ill d'iodure de sodium lM. 
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-dilution à 500 ~1 dans tampon phosphate K2/K 0.1 M contenant 0.5% de 

BSA. 

-gel filtration sur colonne PD 10 calibrée Pharmacia (Sephadex G25 

medium), élution avec tampon phosphate K2/K 0.1 M contenant 0.5% de 

BSA. 

-collecte de 20 fractions de 1 ml. 

-5 ~1 sont prélevés de chaque fraction et aussitôt comptés à l'aide d'un 

compteur gamma LKB. 

-les fractions choisies sont conservées à 4°C en présence d'azide de sodium 

(0.25 mg/ml). 

Iodation des immunoglobulines de souris saines 

1 

1000000 

2 

500000 

0 10 

Fractions 

1: immunoglobulines de souris saines iodées. 

2: iodures. 

La fraction 6 est la fraction qui a été utilisée. 
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E- MISE EN EVIDENCE DE SITES DE LIAISON 

Le but est de mettre en évidence les sites de liaison potentiels des ENK au 

niveau de la zone externe de l'EM du Rat par des techniques 

radioautographiques. Le principe général implique le marquage sélectif des 

récepteurs opioïdes aux ENK par des radioligands (agonistes ou 

antagonistes) et la révélation de la liaison par contact des coupes avec une 

émulsion photographique. 

Comme les ENK sont susceptibles d'agir par l'intermédiaire de récepteurs 

opioïdes de type 8 et de type ~ (Simon, 1991); ce sont ces 2 types de récepteurs 

qui sont recherchés dans cette étude. 

Généralement les récepteurs sont détectés sur des coupes au cryostat, mais 

cette méthodologie n'a pas été utilisée afin de rechercher les récepteurs 

opioïdes dans l'hypothalamus médiobasal. En effet, l'approche sur coupes à 

congélation, réalisée dans un travail préliminaire, donne des résultats non 

reproductibles et semble manquer de sensibilité pour la région étudiée. La 

détection des sites de liaison 8 et ~ a donc été tentée par une approche sur 

coupes semi-fines, qui semble beaucoup plus appropriée (Beauvillain et al., 
1992). 

La méthode radioautographique employée comprend 2 grandes étapes. Tout 

d'abord, des coupes épaisses (coupes au vibratome) sont incubées avec le 

ligand radioactif (le marquage obtenu après traitement correspond à la 

liaison totale) ou incubées avec la même concentration de ligand radioactif, 

mais en présence d'un excès de compétiteur froid (le marquage obtenu après 

traitement correspond à la liaison non spécifique). Dans un second temps, 

les coupes sont postfixées pour assurer la rétention du ligand lié dans les 

prélèvements. 

L'utilisation de coupes au vibratome d'une épaisseur de 100 IJ.m est possible, 

car les ligands utilisés sont de petites molécules possédant un bon pouvoir 

de pénétration des tissus. Ces ligands ont été iodés et présentent des activités 

spécifiques élevées. L'isotope utilisé, de demi-vie courte, permet l'obtention 

de résultats après une durée d'exposition relativement faible, mais impose 

une utilisation des ligands radioactifs dans les 15 jours qui suivent 

l'iodation. 

Cette technique d'incubation de coupes épaisses avec un ligand radioactif 

dans le but de mettre en évidence des sites de liaison sur coupes semi-fines 

est une approche peu usitée. Avant de poursuivre une étude, il faut 
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s'assurer que la morphologie du tissu est préservée. Dans certains cas une 

préfixation des tissus est possible (pour la mise en évidence des récepteurs Il 

par exemple) mais dans d'autres cas, elle n'est pas souhaitable (c'est le cas 

des récepteurs 8). 

1) Liaison de la Deltorphin-1 

La (125 1) (D-ALa2) Deltorphin-1 (don du Dr J. M. Zajac, CNRS, Toulouse) est 

un ligand sélectif des récepteurs opioïdes de type 8 (Dupin et al., 1991). 

L'iodation de la (D-Ala2) Deltorphin-1 a été réalisée de façon à minimiser la 

production de dérivés diiodés. Cependant, la réaction d'iodation produit 

environ 60% de monoiodo-(D-Ala2) Deltorphin-1 et 15% de diiodo-(D-Ala2) 

Deltorphin-1. Le dérivé monoiodé est ensuite purifié à 95% par 

chromatographie liquide haute performance (Seidah et al., 1980). L'activité 

spécifique du produit obtenu est de 2000 Ci/mmol. 

L'activité spécifique élevée de la (125 1) (D-Ala2) Deltorphin-1 (2000 

Ci/mmol) impose de travailler avec de faibles concentrations en ligand 

radioactif. Le travail de Dupin et al., (1991) fixe cette concentration à 0.5 nM 

dans le milieu d'incubation. La liaison non spécifique est déterminée en 

présence de 1 !lM de levorphanol (Hoffmann-La Roche). 

Une étude préliminaire, réalisée sur coupes au cryostat comprenant le 

striatum, une région connue pour sa richesse en récepteurs de type 8, a été 

menée dans le but de déterminer les conditions de préfixation idéales à la 

détection des sites de liaison de la Deltorphin-1. Les résultats de ce travail 

préalable ne nous ont pas permis de découvrir un mode de fixation 

permettant à la fois d'obtenir une bonne liaison du ligand et une 

conservation correcte du tissu. La liaison maximale a toujours été obtenue 

sur tissu frais. Cette dernière observation nous a amené à envisager la 

détection des sites de liaison 8 sur coupes épaisses d'hypothalamus 

médiobasal en survie. Le maintien en survie de coupes épaisses effectuées 

au vibratome offre une alternative intéressante. En effet, le tissu étudié 

n'étant pas fixé, les conditions de fixation sont théoriquement idéales. De 

plus, il a été démontré (Mitchell et al., 1988) et nous l'avons vérifié, que la 

survie du tissu cérébral n'altérait pas l'ultrastructure. 

a) Préparation des tissus 
Six rats mâles Wistar sont sacrifiés par décapitation puis rapidement 

disséqués. Le cerveau de chaque animal est alors délimité de façon à obtenir 
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un bloc qui comporte l'hypothalamus, l'EM et l'hypophyse. Le bloc ainsi 

obtenu est coupé en tranches frontales de 100 j...lm d'épaisseur à l'aide d'un 

vibratome, les coupes comprenant l'EM sont immédiatement placées en 

survie et périfusées dans un dispositif utilisé par les électrophysiologistes. 

La composition du milieu de survie utilisé est décrite en Annexe 4. Les 

tranches sont laissées ainsi en survie pendant 45 min avant d'entreprendre 

le marquage proprement dit. Ce délai semble être indispensable au tissu 

pour récupérer un équilibre normal. 

b) Technique de liaison de la Deltorphin-I 

Après ces 45 min de récupération dans le milieu de survie correctement 

oxygéné, les coupes provenant de 3 animaux sont périfusées avec 25 ml de 

milieu de survie contenant le ligand radioactif à la concentration requise 

(0.5 nM) pendant 20 min. La cuve où sont placées les coupes étant de très 

faible volume comparé aux 25 ml périfusés, le volume mort qu'elle 

représente n'est pas pris en compte. Suite à l'incubation, les coupes sont 

immédiatement rincées dans du tampon phosphate 0.05 M froid oxygéné en 

permanence puis postfixées dans du tampon phosphate 0.05 M froid 

contenant 4% de glutaraldéhyde pendant 10 min. Les coupes subissent alors 

un traitement histologique qui sera décrit au paragraphe 3. 

La même expérience est réalisée avec des coupes au vibratome provenant de 

3 autres rats mâles Wistar. Des niveaux de coupe équivalents sont périfusés 

avec du milieu de survie contenant 0.5 nM de ligand radioactif et 1 j...LM de 

levorphanol, le compétiteur froid en excès. Cette seconde expérience permet 

d'évaluer la liaison non spécifique. 

Le contrôle de l'obtention d'une liaison dans ces conditions s'est fait par 

"comptage" de coupes au vibratome à l'aide d'un compteur gamma LKB. 

Des coupes incubées avec la 125J Deltorphin-1 donnent un nombre de cpm 

nettement supérieur au nombre de cpm obtenu avec des coupes incubées 

avec le ligand radioactif en présence de levorphanol. Par conséquent cette 

approche est appropriée pour conserver une liaison ligand-récepteur. 

2) Liaison du FK-33824 

Dans les conditions utilisées, le ligand est sélectif des récepteurs opioïdes de 

type 1-l (Roemer et al., 1977; Moyse et al., 1986; Beauvillain et al., 1992). Ce 

ligand est iodé par la méthode à la chloramine T, détaillée en Annexe 5. 
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Des études antérieures ont montré que la mise en évidence des sites de 

liaison au (125 1) FK-33824 était réalisable après une légère fixation (Hamel et 

Beaudet, 1984; Beauvillain et al., 1992). Cette préfixation permet la détection 

des sites de liaison sur coupes semi-fines et à l'échelle ultrastructurale, tout 

en assurant une conservation très satisfaisante du tissu nerveux. 

La liaison non spécifique est évaluée en présence d'un compétiteur froid: la 

naloxone. 

a) Préparation des tissus 

Des rats mâles Wistar (n=6) sont décapités. Leurs cerveaux sont 

immédiatement disséqués, délimités et fixés par immersion 10 min dans le 

mélange fixateur préconisé par Hamel et Beaudet (1984) à 4° C. Ce mélange 

fixateur contient 0.75% de paraformaldéhyde, 0.1% de glutaraldéhyde et 1% 

d'acide tannique dans du tampon Sôrensen 0.12 M pH 7.4. Après fixation, 

les cerveaux sont débités en coupes frontales de 100 !-lm d'épaisseur à l'aide 

d'un vibratome. Toutes les coupes présentant l'EM sont conservées. 

b) Technique de liaison du FK-33824 

La moitié des coupes épaisses obtenues au moyen du vibratome est incubée 

20 min dans du tampon Tris-HCl 0.05 M, 0.25 M sucrose, pH 7.4 contenant 1 

nM de (1251) FK-33824 à température ambiante. Le marquage qui en résulte 

après radioautographie correspond à la liaison totale. L'autre moitié des 

coupes épaisses est également incubée avec 1 nM de (1251) FK-33824 en 

présence d'un compétiteur froid: la naloxone (1 !-LM). Ces coupes permettent 

d'évaluer la liaison non spécifique. 

Toutes les coupes sont ensuite rincées 3 x 10 min dans du tampon Tris 0.1 M 

froid (4°C) puis postfixées dans le même tampon contenant 4% de 

glutaraldéhyde pendant 10 min. Elles sont ensuite traitées pour l'histologie. 

3) Traitement histologique des coupes 

Dans la détection des sites de liaison ù et !-l, les conditions de fixation des 

tissus et de liaison des ligands sont différentes, mais le traitement 

histologique des coupes au vibratome après incubation est identique. En 

effet, après postfixation au glutaraldéhyde 4%, les coupes au vibratome sont 

postfixées 30 min à température ambiante dans du tétroxyde d'osmium à 

2%, déshydratées dans des bains de méthanol de concentrations croissantes, 

puis incluses dans l'Araldite. Après polymérisation 24h à 56° C, les blocs 
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d'inclusion sont taillés et des coupes semi-fines de 2 1-1m d'épaisseur sont 

réalisées à l'aide d'un ultramicrotome (Reichert-Jung). Ces coupes semi

fines sont recueillies sur des lames nettoyées dans de l'alcool chlorhydrique 

puis radioautographiées comme précédemment décrit (C-3). La durée 

d'exposition est de 5 semaines, après lesquelles les radioautographies sont 

développées dans du D19b à 18°C pendant 2 min 30 sec, fixées dans une 

solution de thiosulfate de sodium à 30% dans l'eau distillée et rincées 3 x 10 

min dans l'eau distillée. Les coupes sont colorées au Bleu Azur 1/1000 

avant observation. 

4) Analyse des radioautographies 

Les coupes semi-fines sont observées au microscope photonique (Axiophot, 

Zeiss). Le marquage apparaît sous forme de grains d'argent diffus et 

occasionnellement quelques amas de grains sont visibles. 

La zone externe de l'EM est photographiée à l'objectif 63 x 1.25 en 

immersion (pellicule Agfapan 25). Un tirage papier rigoureusement de la 

même taille est ensuite réalisé pour toutes les microphotographies. Les 

quantifications des liaisons totales et non spécifiques sont réalisées sur 

photographies. Les grains d'argent sont comptés manuellement, les 

résultats du comptage exprimés en nombre de grains par unité de surface 

pour chaque photographie. Bien entendu, il faut s'assurer que les 

microphotographies proviennent de nombreuses coupes au vibratome et de 

plusieurs animaux. La liaison spécifique correspond à la liaison totale à 

laquelle on soustrait la liaison non spécifique. 
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Annexe 4: Composition du milieu de survie selon Yamamoto, 1973 

NaCl 124 

NaHN03 26 

KCl 5 

KH2P04 1.24 en mM, à pH 7.2. 

Ca Ch 2.4 

MgS04 2 

Glucose 10 

L'osmolarité est de 300 à 310 milliosmoles. 
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Annexe 5: Protocole d'iodation du FK-33824 

1) Iodation 

-1~g de FK-33824 dilué dans 5 ~1 d'HCl 0.1 N. 

-neutralisation par 10 J.!l de tampon NaH2P04 1 Na2HP04 0.5 M pH 7.5. 

-ajout de 10 Jll Nal 125 (lmCi). 

-ajout de 10 Jll de chloramine T (0.5 mg/ml) diluée dans du tampon 

phosphate Na/Na2 0.05 M pH 7.5. 

-contact environ 25 secondes (impérativement moins de 30 secondes) en 

agitation, puis adjonction de 20 J.!l de métabisulfite de sodium (N a2S20s, 0.5 

mg/ml dilué dans du tampon phosphate Na/Na2 0.05 M pH 7.4). 

-agitation 2 mn. 

-dilution avec 1 ml de BSA à 10% dans l'eau distillée. 

2) Prépurification 

-récupération du mélange résultant de l'iodation (1.05 ml environ) à l'aide 

d'une seringue de 2 ml. 

-la seringue est ensuite adaptée sur une colonne Sep-Pak. 

-le mélange est injecté dans la Sep-Pak. La fraction résiduelle, qui sort à 

l'autre bout de la colonne est éliminée. 

-l'élution de la Sep-Pak par 5 à 10 ml d'eau distillée permet d'éliminer 

l'iode résiduel. 

-puis, 5 à 10 ml d'acétonitrile à 10% sont injectés dans la colonne de façon à 

éliminer la chloramine T et et les peptides résiduels. 

-enfin, 1 ml d'acétonitrile à 60% permet d'éluer le peptide sous ses formes 

mono- et diiodées. 

3) Purification 

-dilution du dernier éluat (1 ml d'acétonitrile à 60%) par 3 ml de tampon 

borate 0.0125 M NaCl 0.1 M pH 7.5. 

-dépôt du mélange à la surface d'une colonne Sephadex DEAE-A25 (colonne 

de 10 cm de hauteur, 1.5 cm de diamètre, préalablement équilibrée avec le 

tampon d'élution: tampon borate 0.0125 M NaCl 0.1 M pH 7.5). 

-gel filtration, élution du peptide. 

-40 fractions de 2 ml sont collectées. 

-5 J.!l de milieu sont prélevés dans chaque fraction et comptés. 
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-les fractions choisies (peptide monoiodé) sont conservées au réfrigérateur. 

La durée idéale de conservation est inférieure à 15 jours. 

~ 500000 

400000 

300000 

200000 

100000 

0 

1: FK-33824 monoiodé. 

2: FK-33824 diiodé. 

Iodation du FK-33824 

1 

10 20 

Fractions 
30 40 

Les fractions 9, 10, 11 sont utilisables pour mettre en évidence les sites de 

liaison. 
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RESULTATS 

A-DISTRIBUTION DE L'ENDOPEPTIDASE-24.11 DANS L'EMINENCE 

MEDIANE DU RAT 

1) Macroradioautographie 

L'observation des films de macroradioautographie permet dans un premier 

temps de vérifier l'efficacité de l'iodation. Ces résultats préliminaires sont 

obtenus en 2 jours. L'anticorps monoclonal utilisé donne un important 

marquage au niveau du caudate putamen et des noyaux entopédunculaires, 

régions connues pour leur richesse en E-24.11. L'EM montre également un 

marquage significatif (Fig. 2). 

2) Coupes semi-fines 

La radioautographie des coupes semi-fines (coupes d'1 ~rn d'épaisseur 

recouvertes d'une émulsion photographique liquide par trempage) 

constitue une étape préliminaire à l'étude ultrastructurale, car ces coupes de 

1 ~rn d'épaisseur et les coupes ultrafines ont été réalisées à partir des mêmes 

blocs d'inclusion. Ces coupes semi-fines permettent de vérifier s'il existe du 

marquage pour un bloc d'inclusion donné et permettent de s'orienter lors 

de l'observation des coupes ultrafines au microscope électronique. 

Au niveau de la zone externe de l'EM, un marquage net est observé sous la 

forme d'aggrégats de grains d'argent et de grains d'argent isolés (Fig. 3A). 

Dans certains cas, ces grains apparaissent disposés préférentiellement autour 

de structures. Compte tenu de la technique radioautographique et de la taille 

des éléments qui constituent l'EM, il est impossible de déterminer la nature 

des sites marqués. Le marquage non spécifique est très faible, comme on 

peut le constater en observant la lumière des capillaires. 

3) Radioautographie à l'échelle ultrastructurale 

L'analyse est menée dans la zone externe de l'EM qui est essentiellement 

constituée de terminaisons nerveuses (TN) et de prolongements 

épendymaires (E.p, tanycytes). Sur les radioautogrammes de microscopie 

électronique, le marquage obtenu à l'aide de l'anticorps mAb 85 A2 iodé se 

manifeste sous la forme de tortillons d'argent. Les champs marqués ont été 
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systématiquement photographiés permettant d'analyser la distribution de 

104S grains (grains réels). 

Les résultats de l'analyse de la distribution des tortillons d'argent au sein de 

la zone externe de l'EM par la méthode de Blackett et Parry, (1977), modifiée 

par Hamel et Beaudet, (1984) sont détaillés dans le Tableau 1. 

Cette analyse montre que 81,9% des grains réels sont situés sur des 

appositions de membranes. Ces grains sont appelés grains partagés (Fig. 3B, 

3C, S). Généralement, les appositions marquées impliquent 2 structures 

distinctes. Cependant, quelques grains sont trouvés sur des appositions de 

membranes impliquant 3 éléments différents. Ces grains sont répartis 

proportionnellement dans les 2 principales catégories (TN /TN et 

TN/tanycyte) (voir Matériel et Méthodes, C-S). 

Les 18,1% de grains réels restant sont vus à l'intérieur de terminaisons 

nerveuses ou de tanycytes, ils sont appelés grains exclusifs (Fig. 4B). 

La distribution des grains réels est significativement différente (P<10-7, test 

chi2) de la distribution aléatoire d'une population de 2881 grains 

hypothétiques, qui comporte 68,1% de grains exclusifs et seulement 31,9% de 

grains partagés. 

Le rapport grains réels sur grains hypothétiques est un indicateur de 

l'enrichissement relatif des différents compartiments. C'est ainsi que 

l'enrichissement est de 2,S7 pour les grains partagés contre 0,26 pour les 

grains exclusifs. 

La majorité des grains partagés est située sur des appositions de membranes 

entre TN (S4,1 %) (Fig. 3B, 3C) mais une proportion notable de tortillons est 

partagée entre TN et tanycytes (27,1 %) (Fig. SC, SD, SE). L'enrichissement 

relatif pour toutes les catégories de grains partagés est similaire, de l'ordre de 

2,6. 

La très grande majorité des TN concernées par le marquage présentent des 

caractéristiques ultrastructurales identiques: granules de neurosécrétion 

d'environ 100 à 120 nm, vésicules claires de type synaptique (70% parmi les 

S4,1% de grains partagés entre TN). Dans d'autres cas, un des boutons 

terminaux impliqué dans l'apposition possède des caractéristiques 

ultrastructurales différentes. Ce qui est le plus fréquent est l'absence de 

granules de neurosécrétion et une abondance de vésicules de type 

synaptique. On peut également trouver des granules de sécrétion de taille 

supérieure (environ 1SO nm). Ces caractéristiques différentes peuvent 
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signifier que plusieurs types de TN sont marqués mais peuvent également 

résulter de plans de section particuliers. 

Certaines TN sont multimarquées et présentent au moins 2 grains d'argent 

sur des appositions impliquant leur membrane plasmique (Fig. 4A, SA, SB). 

De plus, il est possible d'observer plusieurs tortillons sur la membrane 

plasmique d'un même prolongement tanycytaire (Fig. SE). 

Quant aux grains exclusifs, la plupart sont détectés dans des TN (1S,S%) (Fig. 

4B), les autres sont observés dans des tanycytes (1,7%), des cellules 

endothéliales et des structures non identifiées (0,9%). 

En conclusion, l'ensemble de cette étude démontre la présence d'E-24.11 sur 

les membranes de TN dans la zone externe de l'EM, ce qui représente un 

argument très favorable à l'existence d'une action locale par des peptides 

substrats de cette enzyme. Par ailleurs, la présence d'enzyme sur les 

membranes tanycytaires est probable. 
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Tableau 1. Distribution des tortillons d'argent dans la zone externe de l'EM 

en microscopie électronique. 

Réels# Hypothétiques 

1,045* 2,881 * 

Grains partagés 81.9% 31.9% 

TN!fN 54.1% 21 % 

TN-Tanycyte 27.1% 10.2% 

Autres structures 0.7% 0.7% 

Grains exclusifs 18.1% 68.1% 

TN 15.5% 46.8% 

Tanycyte 1.7% 20.2% 

Autres structures 0.9% 1.1% 

l_2arta_gés/exclusifs 4.52 0.46 

Autres structures: cellules endothéliales, fibres ... 

*: nombre de grains. 

Réels/Hypothétiques 

2.57 

2.57 

2.65 

1.00 

0.26 

0.33 

0.13 

0.82 

#: statistiquement différent de la distribution hypothétique. p<10-7.(test chi2) 
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Figure 2. Observation des macroradioautogrammes réalisés à 
partir de coupes au cryostat de cerveau de Rat incubées avec 
l'anticorps mAb 8SA2 iodé. 

Après 2 jours d'exposition radioautographique, un intense 

immunomarquage révélant la présence de l'anti-E-24.11 iodé est observé 

dans différentes régions connues pour leur richesse en E-24.11, comme le 

caudate putamen (CP). Notons qu'une importante réaction est également 

observée dans l'éminence médiane (ME). 

CX, cortex; HPC, commissure hypocampique; EP, noyau entopédunculaire; 

ChP, plexus choroïde. 

Barre d'échelle: 3.5 mm. 
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Figure 3. 

(A) Radioautogramme d'une coupe semi-fine d'éminence médiane 
de Rat obtenue à partir d'une coupe au vibratome incubée avec 
l'anticorps mAb 85 A2 iodé. 

Une densité relativement importante de grains d'argent est vue dans la 

zone externe de l'éminence médiane. Quelques amas de grains sont 

observés (flèches) mais il est impossible d'identifier les compartiments 

cellulaires marqués à cette échelle. Notons au passage que le signal non 

spécifique observé dans les capillaires est très faible. 

Grossissement: x 1800. 

(B et C) Détection radioimmunocytochimique de l'E-24.11 dans 
l'éminence médiane du Rat en microscopie électronique. 

Sur les radioautogrammes de coupes ultrafines d'éminence médiane de Rat, 

le marquage anti-E-24.11 apparaît sous la forme de tortillons d'argent situés 

le plus souvent sur des appositions de membranes entre terminaisons 

nerveuses. 

La plupart des tortillons sont observés sur des appositions de membranes 

entre terminaisons nerveuses de mêmes caractéristiques ultrastructurales, 

en l'occurence des terminaisons possédant des granules de sécrétion de 

même taille (environ 100 à 120 nm) (B). Des appositions de membranes 

entre terminaisons nerveuses de caractéristiques ultrastructurales 

différentes peuvent également être marquées (C). 

Barre d'échelle: 0.5 ~1m. 
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Figure 4. Détection radioimmunocytochimique de l'E-24.11 dans 
l'éminence médiane du Rat à l'échelle ultrastructurale. 

(A) Plusieurs grains d'argent peuvent être vus sur une même terminaison 

nerveuse. Dans le cas présent, il s'agit d'une terminaison possédant 

uniquement de petites vésicules dans le plan de coupe étudié. 

(B) Parfois, un tortillon est observé à l'intérieur d'un bouton terminaL 

Barre d'échelle: 0.5 f.J,m. 
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Figure 5. Radioautogrammes de coupes ultrafines d'éminence 
médiane de Rat rnarquées par l'anti-E-24.11 iodé. 

(A et B) Des terminaisons nerveuses dont la membrane plasmique est 

marquée par plusieurs grains d'argent sont relativement fréquentes. (A) 

L'apposition de membranes marquées est une apposition entre 2 

terminaisons nerveuses présentant des caractéristiques ultrastructurales 

différentes. (B) Des appositions de membranes entre boutons terminaux de 

mêmes caractéristiques sont également marquées. 

(C, D et E) Des tortillons sont vus sur des appositions de membranes 

impliquant une terminaison nerveuse et un prolongement épendymaire 

ou tanycyte (E. p.). Certains tanycytes semblent multimarqués (E). 

Barre d'échelle: 0.5 jlm. 
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B- DOUBLES MARQUAGES IMMUNOCYTOCHIMIQUES 

1) Microscopie photonique 

a) Coupes au vibratome 

Dans un premier temps, l'intensité de l'immunomarquage obtenu pour la 

TH, le GnRH, le CRF, la SOM, le GRF et le TRH est évaluée sur coupes au 

vibratome avant inclusion. Cette première étape qui permet de faire une 

sélection des coupes au vibratome présentant une réaction 

immunoenzymatique positive est possible car les précipités de DAB sont 

clairement visibles après la postfixation à l'osmium. Seules les coupes 

épaisses présentant une réaction immunocytochimique intense sont 

incluses dans l'Araldite. 

Avec l'anti-TH et l'anti-SOM, une très forte réaction est visible dans 

l'ensemble de la zone externe de l'EM. L'immunoréactivité détectée par 

l'anti-GnRH est essentiellement située dans les parties latérales de l'EM. Les 

marquages obtenus avec l'anti-CRF, l'anti-GRF et l'anti-TRH sont beaucoup 

moins intenses mais sont observés dans toute l'extension de la zone externe 

de l'EM. 

b) Coupes semi-fines 

L'observation des coupes semi-fines permet de déduire la durée 

d'exposition des coupes ultrafines, de vérifier qu'il existe un bon signal 

radioautographique pour un bloc d'inclusion donné et éventuellement de 

s'orienter lors de l'analyse des coupes ultrafines au microscope électronique. 

Sur les coupes semi-fines, il est très difficile de différencier les grains 

d'argent des précipités de DAB postfixés à l'osmium. De ce fait, il n'est pas 

possible d'analyser les doubles marquages à ce grossissement (Fig. 6A, 6B). 

Afin de démontrer que la présence des grains d'argent ne reflète pas un 

signal non spécifique, des contrôles sont réalisés à l'échelle photonique sur 

coupes semi-fines. Des coupes semi-fines obtenues à partir de la surface de 

coupes au vibratome incubées avec de l'iode 125 libre ou avec des 

immunoglobulines de souris saines iodées sont analysées. Après 

radioautographie, seuls quelques grains sont vus sur ces coupes (Fig. 6C, 6D). 

2) Microscopie électronique 

La pénétration des anticorps dans le tissu est limitée car la détection de l'E-

24.11 est incompatible avec l'utilisation du Triton, un agent détergent qui 
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facilite la pénétration des anticorps dans le tissu. Par conséquent, le 

marquage n'est présent que sur une épaisseur de 4 à 5 ~rn sous la surface des 

coupes au vibratome. En pratique, cela signifie que seules les parties 

périphériques des coupes sont utilisées et explique pourquoi la préservation 

des structures les plus proches de la surface des tranches est parfois 

mauvaise. Seules sont étudiées les coupes ultrafines présentant une 

morphologie et un contraste corrects (en réalité, plus de la moitié des coupes 

ultrafines traitées pour la microscopie électronique sont éliminées faute de 

possibilités d'observation correcte). L'analyse des doubles marquages est 

donc réalisée dans les régions doublement marquées de la zone externe de 

l'EM montrant une bonne conservation. Le plus souvent, ces régions sont 

situées à proximité des capillaires fenêtrés. 

L'immunoréactivité pour la TH, le GnRH, le CRF, la SOM et le GRF, mise 

en évidence par une technique immunoenzymatique indirecte utilisant la 

peroxydase comme marqueur, apparaît sous forme de précipités de DAB qui 

remplissent toute la surface de la section des TN immunoréactives. Ces 

précipités de DAB sont denses aux électrons après postfixation à l'osmium 

et l'identification à l'échelle électronique des structures marquées ne pose 

donc aucun problème. 

L'immunoréactivité pour le TRH ne nous a pas donné satisfaction. En effet, 

à l'échelle ultrastructurale, nous observons un marquage diffus. 

L'immunsérum semble marquer partiellement les tanycytes. Le double 

marquage E-24.11/thyrolibérine n'a pas pu être exploité. 

L'E-24.11 est toujours détectée par radioimmunocytochimie directe et le 

marquage se présente sous la forme de tortillons d'argent. Tout comme 

dans l'étude de la distribution de l'E-24.11 dans l'EM du Rat, la plupart des 

grains d'argent sont situés sur des appositions de membranes entre TN et 

entre TN et tanycyte. La distribution des grains est en tout point semblable à 

la distribution observée antérieurement (voir Résultats, A). L'analyse des 

doubles détections permet de déterminer la nature des systèmes 

neuroendocriniens qui possèdent l'E-24.11 au niveau de leurs TN dans 

l'EM. L'analyse de nombreuses microphotographies de chaque double 

marquage, selon des critères précis développés dans la partie Matériel et 
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Méthodes (D-4), permet de connaître le ou les types de TN dont la 

membrane plasmique contient de l'E-24.11 (voir Tableau 2). 

a) Double marquage endopeptidase-24.11/tyrosine hydroxylase 

L'analyse de cette double détection a été réalisée sur 39 coupes ultrafines. De 

nombreuses TN immunoréactives pour la TH (n=291), souvent observées à 

proximité des capillaires fenêtrés, ont été photographiées. La majorité 

(n=l71) de ces TN sont marquées par au moins un tortillon d'argent (Fig. 7). 

Parmi ces 171 boutons terminaux, 45 exhibent plusieurs grains d'argent sur 

des appositions impliquant leur membrane plasmique (Fig. 7 A, 7B, 7C, 7D, 

7E). Ces chiffres sont repris dans le tableau 2. Quelques grains sont observés 

sur des appositions de membranes entre 2 TN remplies par des précipités de 

DAB. Lorsque la conservation du tissu est moins bonne et que la cohésion 

n'est pas parfaite, il est possible d'observer des grains d'argent sur la 

membrane plasmique de TN marquées pour la TH (Fig. 8A structure 5). 

D'autre part, pour ce double marquage, des TN immunoréactives pour la 

TH sont marquées par l'anti-E-24.11 sur des coupes ultrafines adjacentes 

(Fig. 8A, 8B et 8C, BD). 

Des TN ne présentant pas de précipités de DAB mais marquées par 

l'anticorps mAb 85 A2 sont régulièrement observées. 

Parmi les grains d'argent que nous avons observés sur des appositions entre 

TN (n=412), 61% sont situés sur des appositions impliquant une TN 

immunoréactive pour la TH. Les autres grains (39%) sont observés sur des 

appositions de membranes entre TN de nature non déterminée. 

b) Double marquage endopeptidase-24.11/gonadolibérine 

Un total de 44 coupes ultrafines provenant de différents animaux a été 

étudié et 122 boutons terminaux présentant des précipités de DAB ont été 

photographiés. Les boutons immunoréactifs pour le GnRH sont peu 

nombreux et sont le plus souvent localisés assez loin des capillaires fenêtrés. 

Aucune TN positive pour le GnRH n'est observée en contact avec l'espace 

péricapillaire. 

Parmi les 122 TN, seules 34 présentent un grain d'argent sur leur membrane 

plasmique (Fig. 9C, 9D, lOC). Les autres, qui représentent donc la majorité 

(n=88), sont dépourvues du marquage caractéristique (Fig. 9A, 9B, lOA, lOB, 

lOD). 
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Des TN immunoréactives pour le GnRH marquées par plusieurs grains 

d'argent ne sont jamais observées, alors que des boutons de nature 

différente (autre que GnRH) et des tanycytes multimarqués sont 

régulièrement observés (Fig. 9D). 

c) Double marquage endopeptidase-24.11/corticolibérine 
Un total de 40 coupes ultrafines de cette double détection ont été observées. 

Les champs présentant un double marquage, c'est à dire simultanément des 

grains d'argent et des précipités de DAB, ont été systématiquement 

photographiés. Ce travail a permis d'étudier attentivement 198 TN 

immunoréactives pour le CRF (voir tableau 2). Parmi ces 198 TN, une 

majorité (n=125) ne présente aucun grain d'argent sur des appositions 

impliquant leur membrane plasmique. Sur ce point précis, le marquage E-

24.11/CRF ressemble au marquage E-24.11/GnRH. Cependant, certains 

boutons terminaux (n=10) immunoréactifs sont marqués par plusieurs 

grains d'argent, ce qui laisse supposer qu'au moins certaines TN à CRF 

possèdent l'E-24.11 (Fig. 11C, 12A). D'autres boutons immunoréactifs pour le 

CRF (n=63) sont marqués par un grain d'argent sur une de leurs appositions 

avec une autre structure ne présentant pas de précipité dense aux électrons 

(Fig. 11A, 11B, 12B, 12D). 

Il n'a pas été possib.le de suivre des TN marquées sur des coupes ultrafines 

adjacentes pour ce double marquage. Cependant, dans certains cas, lorsque la 

conservation du tissu est moins bonne, des tortillons d'argent ont été 

observés sur la membrane plasmique de TN immunoréactives pour le CRF 

(Fig. 11D). Le marquage anti-E-24.11 a donc pu être attribué à ces TN à CRF. 

Quelques grains d'argent ont été observés sur des appositions de 

membranes entre 2 TN positives pour le CRF (Fig. 12C). 

D'autre part, des TN de nature non déterminée (non CRF) marquées sont 

souvent observées (Fig. 11D). 

d) Double marquage endopeptidase-24.11/somatostatine 
L'analyse de ce double marquage a été menée sur 41 coupes ultrafines 

provenant de plusieurs coupes au vibratome et de différents animaux. Un 

total de 304 TN immunoréactives pour la SOM a été observé dans des 

régions de la zone externe de l'EM montrant simultanément un signal 

radioautographique anti-E-24.11. L'analyse de la distribution relative des 2 

marquages (DAB et tortillons) conduit aux résultats exprimés dans le 
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tableau 2. Sur les 304 TN immunoréactives, 233 (76.65%) ne présentent 

aucun grain d'argent sur les appositions impliquant leur membrane 

plasmique (Fig. 13A, 13B, 13C, 13D, 14A, 14B, 14D, 14E) et 71 (23.35%) 

présentent un seul tortillon (Fig. 14C). 

Des boutons terminaux remplis d'un précipité de DAB marqués par 

plusieurs grains d'argent ne sont jamais observés. Des TN multimarquées 

par l'anti-E-24.11 mais non immunoréactives pour la SOM sont 

couramment vues (Fig. 14A, 14B, 14D, 14E), parfois même à proximité de 

TN positives pour la SOM (Fig. 14A, 14D, 14E). 

e) Double marquage endopeptidase-24.11/somatolibérine 
Il a été nécessaire d'observer un plus grand nombre de coupes ultrafines 

(n=45) en raison d'une densité de TN immunoréactives pour le GRF 

relativement faible sur nos sections (ce qui était d'ailleurs déjà visible sur 

les coupes au vibratome). 

A l'échelle de la microscopie électronique, les TN immunoréactives pour le 

GRF sont souvent observées à proximité des capillaires fenêtrés du système 

porte hypothalamo-hypophysaire. Parmi les 120 TN positives pour le GRF, 

la majorité (n=99) ne présente aucun signal radioautographique anti-E-24.11 

(Fig. 15B, 15C, 15D, 16A, 16B, 16D, 16E). Les autres boutons terminaux (n=21) 

sont marqués par un grain d'argent sur une de leurs appositions avec une 

structure ne présentant pas de précipités de DAB (Fig. 15A, 16C). Enfin, 

aucune TN immunoréactive pour le GRF marquée par plusieurs tortillons 

d'argent n'a été répertoriée alors que des boutons multimarqués de nature 

inconnue (non GRF) sont souvent observés (Fig. 16B, 160). 

f) Double marquage endopeptidase-24.11/thyrolibérine 

Comme nous l'avons indiqué précédemment, cette double détection n'a pas 

été analysée car le marquage obtenu avec l'anti-TRH utilisé n'était pas 

satisfaisant. Des précipités de DAB ont notamment été observés dans les 

tanycytes. 

En conclusion, les doubles détections réalisées ont permis de montrer que 

l'E-24.11 est insérée dans la membrane plasmique de nombreuses TN 

immunoréactives pour la TH et de certaines TN marquées par un anti-CRF. 
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Inversement, les résultats obtenus ne sont pas en faveur de la présence de 

cette enzyme sur les TN à GnRH, à SOM et à GRF de l'EM. 
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Tableau 2. Présence de grains d'argent sur les TN de l'EM. 

Nombre de 1 grain 2 grains aucun grain 

TN observé d'argent d'argent d'argent 

TN imm unoréacti v es 291 126 45 120 

pour la TH (43.3%) (15.5%) (41.2%) 

TN imm unoréacti v es 122 34 0 88 

pour le GnRH (27.8%) (72.2%) 

TN imm unoréacti v es 198 63 10 125 

pour le CRF (31.8%) (5%) (63.2%) 

TN imm unoréacti v es 304 71 0 233 

pour la SOM (23,35%) (76,65%) 

TN imm unoréacti v es 120 21 0 99 

pour le GRF (17,5%) (82,5%) 
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Figure 6. Contrôles. 

(A) Radioautogramme d'une coupe semi-fine (1 Jlm d'épaisseur) 

d'éminence médiane de Rat obtenue à partir d'une coupe au vibratome 

incubée avec l'anticorps (125 1) mAb 85 A2. 

Le marquage est essentiellement constitué de grains d'argent diffus. 

Quelques amas de grains sont observés (flèches) mais, à ce grossissement, il 

est impossible de définir la nature des compartiments cellulaires marqués. 

Notons au passage le très faible signal non spécifique (fond) visible dans les 

capillaires. 

NEP: E-24.11. 

(B) Observation d'une coupe semi-fine (1 Jlm d'épaisseur) réalisée à partir 

d'une coupe au vibra tome incubée avec un immunsérum an ti-TH. 

Le marquage an ti-TH est visualisa ble grâce aux précipités de DA B. Sur les 

coupes semi-fines, il est très difficile de différencier les grains d'argent (A) 

des précipités de DAB (B). Il est par conséquent impossible d'analyser les 

possibilités de doubles marquages à ce grossissement. 

(C) Radioautogramme d'une coupe semi-fine (1 Jlm d'épaisseur) 

d'éminence médiane de Rat obtenue à partir d'une coupe au vibratome 

incubée avec de l'iode 125 libre. 

Dans ce cas, quelques très rares grains d'argent diffus sont observés. 

(D) Radioautogramme d'une coupe semi-fine (1 Jlm d'épaisseur) 

d'éminence médiane de Rat réalisée à partir d'une coupe épaisse incubée 

avec des immunoglobulines de souris saines iodées. 

Un très faible signal non spécifique est observé au niveau des capillaires du 

système porte hypothalamo-hypophysaire (pc). 

Grossissement pour toutes les microphotographies: x 1800. 
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Figure 7. Microphotographies en microscopie électronique de 
coupes ultrafines obtenues à partir de coupes au vibratome 
incubées simultanément avec un immunsérum anti-TH et l'anti-E-
24.11. 

Les précipités denses aux électrons indiquent la présence de TH et les 

tortillons d'argent signalent la présence d'E-24.11. La plupart des 

terminaisons nerveuses immunoréactives pour la TH sont marquées par au 

moins un grain d'argent. 

(A, B, C, D etE) Boutons immunoréactifs pour la TH présentant plusieurs 

grains d'argent sur leur membrane plasmique. 

(A et D) Des terminaisons nerveuses de nature inconnue (non TH) sont 

également multimarquées par plusieurs grains d'argent. 

E.p., prolongement épendymaire; ps, espace péricapillaire. 

Barre d'échelle: 0.5 J.lm. 
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Figure 8. Deux paires de coupes ultrafines adjacentes (A, B etC, D) 
obtenues à partir de coupes au vibra tome incubées dans un mélange 
d'anticorps constitué d'un anti-TH et de l'anti-E-24.11. 

Dans les 2 exemples, de nombreuses structures (2, 4, 5, 11, 13, 14, 15) sont 

immunoréactives pour l'E-24.11 sur les 2 coupes adjacentes. Ceci est un bon 

critère de spécificité. Dans la plupart des cas, ces structures sont des 

terminaisons nerveuses immunoréactives pour la TH (2, 4, 5, 11, 13) mais 

des boutons terminaux non immunoréactifs pour la TH sont aussi marqués 

par des grains d'argent sur les 2 coupes (14, 15). 

E. p., prolongement épendymaire; c, capillaire. 

Barre d'échelle: 0.5 ~m. 
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Figure 9. Microphotographies de coupes ultrafines obtenues à 
partir de coupes au vibratome simultanément incubées avec un 
immunsérum anti-GnRH et l'anticorps (125 1) mAb 85A2. 

A cette échelle, les précipités denses aux électrons indiquent la présence de 

GnRH et les grains d'argent la présence d'E-24.11. 

(A et B) Dans la majorité des cas, les terminaisons nerveuses 

immunoréactives pour le GnRH ne montrent aucun grain d'argent sur leur 

membrane plasmique. 

(C et D) Un tortillon sur une apposition de membranes impliquant un 

bouton terminal immunoréactif pour le GnRH est occasionnellement 

observé. 

(D) Des structures de nature inconnue marquées par plusieurs grains 

d'argent sont souvent observées. 

E. p., processus épendymaire. 

Barre d'échelle: 0.5 11m. 
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Figure 10. Radioautogrammes de coupes ultrafines réalisées à 
partir de coupes épaisses incubées avec un anti-GnRH et l'anti-E-
24.11. 

(A, B et D) Dans la majorité des cas, les terminaisons nerveuses 

immunoréactives pour le GnRH ne sont pas marquées par l'anti-E-24.11 

alors que dans le même champ microphotographique, des boutons 

terminaux d'une nature chimique différente possèdent un, voire plusieurs 

grains d'argent. 

(C) Néanmoins, certaines appositions impliquant une terminaison 

nerveuse immunoréactive pour le GnRH sont marquées par un grain 

d'argent. 

Barre d'échelle: 0.5 t-Lm. 
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Figure 11. Radioautogrammes de coupes ultrafines issues de 
coupes épaisses incubées dans un cocktail d'anticorps constitué d'un 
anti-CRF et de l'anti-E-24.11. 

(A et B) Une fraction importante (environ 1 tiers), des terminaisons 

nerveuses immunoréactives pour le CRF est marquée par un grain 

d'argent. 

(C) Certains boutons terminaux immunoréactifs pour le CRF apparaissent 

rn ul timarqués. 

(D) Lorsque la conservation du tissu est moins bonne, il est possible 

d'observer des tortillons sur la membrane plasmique de terminaisons 

nerveuses immunoréactives pour le CRF. 

E. p., prolongement épendymaire. 

Barre d'échelle: 0.5 11m. 
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Figure 12. Radioautogrammes de coupes ultrafines obtenues à 
partir de coupes au vibratome incubées dans un mélange 
d'immunsérums constitué d'un anti-CRF et de l'anti-E-24.11. 

(A) Bouton terminal immunoréactif pour le CRF présentant 2 grains 

d'argent sur des appositions impliquant sa membrane plasmique. 

(B et D) Terminaisons nerveuses immunoréactives pour le CRF marquées 

par un tortillon. 

(C) Grain d'argent partagé entre 2 terminaisons positives pour le CRF. 

E. p., prolongement épendymaire. 

Barre d'échelle: 0.5 IJ.m. 
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Figure 13. Microphotographies de coupes ultrafines obtenues à 
partir de coupes au vibratome incubées dans un mélange 
d'anticorps comprenant un anti-SOM et l'anti-E-24.11. 

L'immunoréactivité pour la SOM apparaît sous la forme d'un précipité de 

DAB dense aux électrons. Le signal radioautographique (tortillons) 

correspond au marquage anti-E-24.11. 

(A, B, C et D) La grande majorité de terminaisons nerveuses 

immunoréactives pour la SOM ne présente aucun grain d'argent sur les 

appositions de membranes impliquant leur membrane plasmique 

E. p., prolongement épendymaire. 

Barre d'échelle: 0.5 Jlm. 



·' 

~~~~. ··~·> ·~ f> 
'~ "'; . 

,. 

'''*· 

l~~~~· .. 
~·· .r~ ... 

. ·• 



Figure 14. Radioautogrammes de coupes ultrafines issues de 
coupes au vibratome incubées simultanément avec l'anti-SOM et 
l'anti-E-24.11. 

(A, B, D etE) Autres exemples de terminaisons nerveuses immunoréactives 

pour la SOM ne présentant aucun grain d'argent sur leur membrane 

plasmique. Dans le même champ, des boutons terminaux négatifs pour la 

SOM mais marqués par plusieurs tortillons sont souvent observés. 

(C) Une terminaison nerveuse positive pour la SOM possède un grain 

d'argent. 

Barre d'échelle: 0.5 11-m. 
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Figure 15. Microphotographies de coupes ultrafines obtenues à 
partir de coupes épaisses incubées dans un mélange d'anticorps 
constitué d'un anti-GRF et de l'anti-E-24.11. 

(A) Certains grains d'argent sont situés sur une apposition entre une 

terminaison positive pour le GRF et une structure ne présentant pas de 

précipité de DAB. 

(B, C et D) La majorité des terminaisons nerveuses immunoréactives pour 

le GRF ne présente aucun grain d'argent sur les appositions impliquant leur 

membrane plasmique. 

Barre d'échelle: 0.5 J...Lm. 
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Figure 16. Radioautogrammes de coupes ultrafines issues de 
coupes au vibratome incubées simultanément avec un anti-GRF et 
l'anti-E-24.11 iodé. 

(A, B, D etE) Autres exemples de terminaisons nerveuses positives pour le 

GRF ne présentant aucun signal radioautographique sur les appositions de 

membranes impliquant leur membrane plasmique. 

(B et D) Des boutons multimarqués, non immunoréactifs pour le GRF, sont 

régulièrement observés. 

(C) Exemple de terminaison nerveuse immunoréactive pour le GRF 

marquée par 1 grain d'argent sur une de ses appositions avec une structure 

ne contenant pas de précipité de DAB. 

E. p ., prolongement épendymaire. 

Barre d'échelle: 0.5 jlm. 
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C- L'ENDOPEPTIDASE -24.11 PENDANT LA LACTATION 

Il a été récemment montré qu'une augmentation de la synthèse des ENK 

dans le système tubéroinfundibulaire dopaminergique (TIDA) survient 

pendant la lactation (Fitzsimmons et Hoffman, 1989; Ciofi et al., 1993; 

Merchenthaler, 1993). La lactation constitue donc une condition 

physiologique particulière faisant varier la quantité d'ENK dans la zone 

externe de l'EM. Dans cette partie de l'étude, nous détectons l'E-24.11 dans 

l'EM du Rat pour voir si, au cours de la lactation, l'expression de cette 

enzyme, impliquée dans l'inactivation biologique des ENK, varie avec celle 

des ENK. 

Les ENK, les NK et l'E-24.11 sont donc détectées par immunocytochimie sur 

coupes au cryostat d'EM de rates lactantes (nursing females) et de rates 

séparées de leurs petits 48 h plus tôt (no pups 48H). 

L'E-24.11 est une fois encore détectée par radioimmunocytochimie directe à 

l'aide de l'anticorps monoclonal mAb 85A2 iodé. Après radioautographie, le 

marquage se manifeste sous la forme de grains d'argent. 

Les ENK et les NK sont détectées par immunocytochimie indirecte. Le 

marqueur de l'anticorps secondaire étant la FITC, le signal apparaît sous la 

forme d'une fluorescence verte. 

1) Détection radioimmunocytochimique de l'endopeptidase-24.11 

a) Macroradioautographie 
Sur les films de macroradioautographie, le marquage obtenu au niveau de 

l'EM semble plus intense chez les femelles lactantes que chez les femelles 

séparées des petits (Fig. 17a, 17e), mais il n'a pas été possible de quantifier le 

signal radioautographique de la zone externe de l'EM à ce niveau de 

résolution. D'autre part, le marquage très intense des noyaux 

entopédunculaires, connus pour leur richesse en E-24.11, confirme la qualité 

et l'efficacité de l'iodation de l'anticorps utilisé. 

b)Radioimmunocytochimie sur coupes au cryostat 
L'immunoréactivité pour l'E-24.11, qui apparaît sous la forme de grains 

d'argent, est plus forte dans l'EM des femelles lactantes que dans l'EM des 

femelles séparées de leur portée depuis 48h. De plus, une variation très 

nette de l'immunoréactivité est visible dans les régions latérales de la zone 

externe (Fig. 17b, 17f). 
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La quantification de la réaction radioimmunocytochimique anti-E-24.11 au 

moyen d'un analyseur d'image s'avère nécessaire afin de comparer le 

groupe des femelles lactantes au groupe des femelles séparées de leurs petits 

et de donner un ordre de grandeur à la variation observée sur les lames. 

L'analyse quantitative de lames représentatives des 2 groupes de femelles 

révèle une baisse significative (de moitié) de la densité optique moyenne 

(DOM) de la réaction chez les femelles séparées (P< 0,05 Mann-Withney U

test). Cette analyse quantitative est détaillée dans le tableau 3. L'analyse 

quantitative de l'immunoréactivité pour l'E-24.11 au niveau des noyaux 

entopédunculaires ne révèle aucune différence entre les femelles lactantes 

et les femelles séparées (voir tableau 3). Cette quantification de la réaction au 

niveau des noyaux entopédunculaires constitue un contrôle 

supplémentaire. En effet, l'absence de différences significatives entre les 

femelles lactantes et les femelles séparées dans cette région montre que la 

variation observée dans l'EM est dûe à l'état physiologique des rates et non 

pas aux conditions techniques. 

2) Détection immunocytochimique des neuropeptides 

a) Détection des enképhalines 
Chez les femelles lactantes, un intense marquage est obtenu pour les ENK 

au niveau de la zone externe de l'EM (Fig. 17c). Une baisse très importante 

de cette immunoréactivité survient après le retrait des petits (Fig. 17g). 

L'étude immunocytochimique étant effectuée en fluorescence (FITC), la 

quantification n'a pas été possible mais une estimation a été réalisée car les 

différences sont très nettes. Les variations observées sont symbolisées dans 

le tableau 3. 

b) Détection des neurokinines 
L'immunoréactivité observée pour les NK est rigoureusement identique 

chez les femelles lactantes et les femelles séparées de leur portée. Les NK 

sont quasiment absentes de la zone palissadique de l'EM (Fig. 17d, 17h). 
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Tableau 3. Variation relative de l'immunoréactivité pour l'E-24.11 et les 

ENK dans la zone externe de l'EMet dans une région contrôle (EP) chez des 

rates lactantes. 

Femelles Femelles 

lactantes (n=4) séparées (n=4) 

EM E-24.11* 9.43 ± 1.44 4.34 ± 0.52 

ENK +++ + 
EP E-24.11 30.00 ± 8.12 26.68 ± 5.65 

Les valeurs représentent la moyenne ± SEM des densités optiques 

moyennes (DOM) déterminées pour les 4 animaux constituant chaque 

groupe expérimental. La DOM du fond a été systématiquement soustraite de 

ces valeurs. 

Le marquage radioautographique anti-E-24.11 a été quantifié sur 20 coupes 

au cryostat par animal. Un total de 160 coupes à congélation a donc été 

analysé. 

EP: entopeduncular nucleus. 

* valeurs significativement différentes (p<0.05 suivant le Mann-Whitney U 

test). 
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Figure 17. Détection de l'E-24.11 (NEP) (a, b, e, f), des ENK (c, g) et 
des neurokinines (NK) (d, h) sur des coupes frontales d'éminence 
médiane de rates lactantes (a-d) et de rates séparées de leurs petits 
(e-h). 

Sur les macroradioautogrammes (a, e), il est difficile d'apprécier une 

différence de marquage. Par contre, sur coupes, on peut constater un 

marquage par l'anti-E-24.11 beaucoup plus net, notamment dans les parties 

latérales, chez les femelles lactantes (b) que chez les femelles séparées de 

leurs petits (f). 

Parallèlement, on constate que l'anti-ENK donne également une réaction 

plus forte chez ces mêmes femelles lactantes (c). 

L'immunoréactivité obtenue avec l'anti-NK est quasiment absente de l'EM 

dans les 2 groupes. 

* troisième ventricule 

Grossissement: a, e, lOx; b-d, f-h, 200x. 
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D- MISE EN EVIDENCE DES RECEPTEURS AUX ENKEPHALINES 

Les ENK sont susceptibles de se lier aux récepteurs opioïdes de type 8 mais 

aussi de type Il (Simon, 1991). Ces 2 types de récepteurs ont donc été 

recherchés dans l'EM du Rat au moyen de ligands radioactifs hautement 

spécifiques. 

1) Récepteurs opioïdes de type 8 

Sur les coupes semi-fines réalisées à partir des coupes au vibratome 

incubées avec la (1251) (D Ala2) Deltorphin-I, le signal radioautographique 

observé est constitué d'une densité très faible de grains d'argent. Ces grains 

d'argent sont répartis uniformément dans toute l'extension de l'EM (Fig. 

18A). 

Sur les coupes semi-fines obtenues à partir des coupes épaisses incubées 

avec le ligand iodé en présence de levorphanol, le signal est semblable. 

Seuls quelques grains sont vus et leur répartition dans le tissu est 

homogène (Fig. 18B). 

Le nombre de grains d'argent compté (par cm2) sur les photographies de 

coupes incubées en présence du compétiteur froid (levorphanol) est égal au 

nombre de grains évalué sur les microphotographies des coupes incubées 

avec le ligand seul. Le signal observé est donc non spécifique. 

2) Récepteurs opioïdes de type Il 

Sur les semi-fines issues des coupes au vibratome incubées avec le (1251) FK-

33824, le marquage est réparti sur l'ensemble de l'EM. Au niveau de la zone 

externe plus précisément, une densité modérée de grains est le plus souvent 

observée, parfois quelques amas de grains sont visibles (Fig. 19A). 

Le signal radioautographique apparaît relativement hétérogène. Les 

variations de densité de sites de liaison et les amas de grains ne peuvent pas 

être associés à des compartiments cellulaires car ceux-ci ne sont pas 

discriminables à l'échelle photonique. Cependant, cette distribution 

hétérogène du signal suggère que le marquage pourrait être localisé au 

niveau de certaines TN ou de tanycytes, qui sont les principales structures 

constituant la zone externe de l'EM. 

Aucune variation importante n'a été observée d'un animal à l'autre. 

Les coupes semi-fines obtenues à partir de coupes épaisses incubées en 

présence de (1251) FK-33824 et de naloxone en excès, présentent un signal 
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beaucoup plus faible distribué de façon plus homogène que sur les coupes 

incubées en présence du ligand seul (Fig. 19B). 

Le nombre de grains compté (par cm2) sur les microphotographies de coupes 

semi-fines incubées avec le ligand saturé par la naloxone permet d'évaluer 

la liaison non spécifique qui est de 15 grains par cm2. Les grains d'argent 

dénombrés sur les microphotographies de coupes semi-fines incubées en 

présence de FK-33824 iodé permettent de connaître la liaison totale qui, dans 

notre étude, est de 44 grains par cm2. 

La liaison spécifique est calculée en déduisant la liaison non spécifique de la 

liaison totale. La liaison non spécifique est généralement exprimée en 

pourcentage. Dans notre expérimentation, les grains d'argent détectés sur les 

microphotographies de coupes incubées en présence de naloxone 

représentent 34% de ceux comptés sur coupes incubées avec le (1251) FK-

33824 seul. La liaison spécifique correspond par conséquent à 66% de la 

liaison totale. Autrement dit, 66% des grains observés sont directement liés 

à la présence de sites de liaison de type Il· 
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Figure 18. Radioautogrammes de coupes semi-fines (2 J..Lm 
d'épaisseur) de la zone externe de l'éminence médiane de Rat. 

(A) Microphotographie d'une coupe semi-fine obtenue à partir d'une coupe 

au vibratome incubée avec la (1251) (D Ala2) Deltorphin-I seule. 

Le signal radioautographique observé est constitué d'une densité très faible 

de grains d'argent. Ces grains sont répartis uniformément dans tout le tissu. 

(B) Microphotographie d'une coupe semi-fine obtenue à partir d'une coupe 

au vibratome incubée avec la (125I) (D Ala2) Deltorphin-I en présence de 

levorphanol. 

Le signal radioautographique observé est similaire, s.euls quelques grains 

distribués de façon homogène dans le tissu sont observés. 

Grossissement: x 1800. 
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Figure 19. Radioautogrammes de coupes semi-fines (2 J.lm 
d'épaisseur) de la zone externe de l'éminence médiane de Rat. 

(A) Microphotographie d'une coupe semi-fine obtenue à partir d'une coupe 

au vibratome incubée avec le 125J FK-33824 seuL 

Le signal radioautographique apparaît relativement hétérogène. Une 

densité modérée de grains est observée et quelques amas de grains sont 

visibles. Il n'est pas possible de déterminer la nature des structures 

marquées à cette échelle. 

(B) Microphotographie d'une coupe semi-fine obtenue à partir d'une coupe 

au vibratome incubée avec le (1251) FK-33824 en présence de naloxone. 

Le signal radioautographique observé est beaucoup moins intense et semble 

distribué de façon plus homogène. 

Grossissement: x 1800. 
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DISCUSSION 



DISCUSSION 

Plus de 30 peptides ont été identifiés dans le système nerveux central. 

Alors que la distribution d'une grande partie de ces peptides est aujourd'hui 

bien connue, très peu de données sont disponibles concernant les 

mécanismes d'inactivation de ces peptides. Il serait surprenant que chaque 

neuropeptide possède son propre mécanisme d'inactivation (Krieger, 1983). 

Cependant, l'existence de neuropeptidases d'inactivation impliquées dans 

l'hydrolyse des neuropeptides endogènes après leur libération est indéniable 

(Schwartz, 1983). 

Deux modes d'inactivation peuvent être envisagés 1- une dégradation 

extracellulaire comme dans le cas de l'Acétylcholine (Whittaker et al., 1972) 

ou 2- une hydrolyse intracellulaire suite à une recapture du peptide comme 

dans le cas du GABA (Turner et Whittle, 1983). Bien que l'existence de 

mécanismes de recapture ne puisse pas totalement être exclue, le consensus 

actuel s'oriente plutôt vers une inactivation extracellulaire des peptides 

(Segawa et al., 1977; Iversen et al., 1978; Krieger, 1983). Les peptides 

endogènes seraient donc dégradés par des peptidases membranaires 

(exopeptidases et endopeptidases) disposées stratégiquement à la surface 

cellulaire. 

Deux concepts se sont rapidement opposés dans l'étude des enzymes 

impliquées dans l'inactivation des neuropeptides. En effet, différentes 

revues traitant du métabolisme des neuropeptides (Schwartz et al., 1981; 

Hersch, 1982; Schwartz, 1983; Wilk, 1983) impliquent l'existence de 

spécificités orientée.s des peptidases alors que d'autres travaux davantage 

axés sur l'enzymologie, les considèrent plutôt ubiquitaires (Matsas et al., 

1983; Turner et al., 1985). 

A ce jour, aucune neuropeptidase d'inactivation strictement spécifique n'a 

été découverte. Par conséquent, le rôle physiologique de ces enzymes doit 

être vu à la lumière de leur localisation, donc de leur environnement en 

neuropeptides (Turner et al., 1985; Schwartz et al., 1986) et de l'affinité pour 

ces neuropeptides. 

-Spécificité de l'endopeptidase-24.11 

Les ENK sont essentiellement inactivées par une endopeptidase (l'E-

24.11) et par une aminopeptidase (l'aminopeptidase M, E.C.3.4.24.11, APM). 
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L'inhibition de ces 2 enzymes, respectivement par le thiorphan et par la 

bestatine, ou par un inhibiteur mixte : le kélatorphan, protège la totalité des 

ENK endogènes (voir Schwartz et al., 1986). 

Contrairement à l'E-24.11, l'APM est une peptidase de dégradation générale, 

potentiellement capable d'hydrolyser tous les peptides dont la partie N

terminale n'est pas protégée (Turner et al., 1985). 

In vitro, l'E-24.11 est capable de cliver divers neuropeptides tels que la 

substance P, les ENK, la neurotensine, l'angiotensine, la cholécystokinine et 

le facteur natriurétique atrial (Turner et al., 1985; Schwartz et al., 1986). 

Compte tenu de la distribution particulièrement large de l'E-24.11 dans 

l'organisme (Roneo et al., 1988), certains auteurs considèrent que cette 

enzyme joue un rôle général dans l'inactivation biologique des peptides 

endogènes à la surface des cellules (Matsas et al., 1983; Turner et al., 1985). 

Cette hypothèse attribuant à l'E-24.11 un rôle ubiquitaire, est en 

contradiction avec les travaux sur l'affinité de l'E-24.11 pour ses différents 

substrats potentiels. L'E-24.11 possède en fait une spécificité fortement 

orientée. L'affinité de l'enzyme, exprimée par la constante de clivage, est 

très élevée pour la substance P et les ENK, et très faible pour l'angiotensine, 

la cholécystokinine et la neurotensine (Turner et al., 1985; Schwartz et al., 

1986) (voir Généralités, Tableau A). 

L'affinité de l'E-24.11 pour la substance P est particulièrement élevée, 

et même supérieure à l'affinité de l'enzyme pour les ENK. L'E-24.11 serait 

impliquée dans l'inactivation physiologique de la substance P du système 

nerveux central, notamment dans la substance noire (Mauborgne et al., 

1987; Littlewood et al., 1988; Barnes et al., 1993). Ce n'est pas en raison de son 

rôle dans la dégradation de la substance P in vivo que l'E-24.11 a été 

particulièrement étudiée, mais plutôt parce que cette enzyme est impliquée 

dans l'inactivation biologique des ENK pour lesquelles elle présente 

également une très forte affinité (Matsas et al., 1985; Mc Kelvy et Blumberg, 

1986; Schwartz, 1988). 

Dans le système nerveux central, l'E-24.11 joue un rôle primordial 

dans l'inactivation des ENK et de l'heptapeptide (MetS-enképhaline-Arg

Phe) (Schwartz et al., 1981; Schwartz, 1983; Schwartz et al., 1985; Lynch et 

Snyder, 1986; Mc Kelvy et Blumberg, 1986; Schwartz et al., 1988). Trois voies 

d'expérimentation ont permis de mettre en évidence ce rôle 

d'enképhalinase 1-) l'inhibition de l'E-24.11 entraîne une augmentation de 
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la quantité d'ENK libérée par des tranches de cerveau en survie. Cette 

augmentation est certainement dûe à la protection dont bénéficient alors les 

ENK (Patey et al., 1981; Alstein et al., 1983; Bourgoin et al., 1986) 2-) les 

inhibiteurs de l'E-24.11 ont un rôle analgésique majeur chez les Rongeurs 

(Roques et al., 1980; Chipkin et al., 1982; Greenberg et O'Keefe, 1982; Kayser 

et Guilbaud, 1983; Rupreht et al., 1983, Mendelshon et al., 1985; Costentin et 

al., 1986; Lecomte et al., 1986), mais aussi chez l'Homme (Floras et al., 1983). 

3-) chez des animaux traités avec des inhibiteurs de l'E-24.11, le taux du 

tripeptide Tyr-Gly-Gly, un composé résultant du métabolisme 

extracellulaire des peptides opioïdes libérés par les neurones à 

proenképhaline A, est considérablement réduit (Llorens-Cortes et al., 1985a; 

1985b; Giros et al., 1986). De plus, la distribution de l'E-24.11 dans le cerveau, 

bien qu'hétérogène, est bien corrélée avec celle des ENK, ce qui constitue un 

argument supplémentaire en faveur de l'implication de l'E-24.11 dans 

l'inactivation des ENK (Malfroy et al., 1979; Llorens-Cortes et al., 1982; 

Pollard et al., 1989). 

L'E-24.11 serait également impliquée dans la dégradation de la 

neurotensine mais, pour ce neuropeptide, la situation est moins évidente. 

Quelques études sont en faveur d'une intervention de cette enzyme dans la 

dégradation de la neurotensine in vivo (Coquerel et al., 1986; 1988; Kitabgi et 

al., 1992). Par exemple, Kitabgi et al. (1992) ont montré que la quantité de 

neurotensine récupérée dans le liquide de périfusion d'hypothalamus de 

souris placés en survie est plus importante en présence de thiorphan. Ces 

auteurs considèrent la hausse de neurotensine comme un argument en 

faveur de l'implication de l'E-24.11 dans la dégradation de la neurotensine. 

Cependant, cette variation de la concentration de la neurotensine dans le 

milieu de survie peut être interprétée autrement. En effet, il est possible que 

la neurotensine augmente suite à l'action, au sein de l'hypothalamus, des 

ENK ou de la substance P qui sont de bien meilleurs substrats de l'E-24.11. 

Les conclusions de Kitabgi et al. (1992) sont en contradiction avec les 

observations de Turner et al. (1985) qui montrent que la dégradation de la 

neurotensine dans une préparation membranaire riche en E-24.11 est très 

peu sensible à une inhibition par le phosphoramidon ou le thiorphan. Par 

ailleurs, la constante de spécificité de l'E-24.11 pour la neurotensine est 

faible et même inférieure à la constante de spécificité pour la 

cholécystokinine (Turner et al., 1985). La cholécystokinine n'étant pas clivée 
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in vivo (Zuzel et al., 1985), une action significative de l'E-24.11 dans 

l'inactivation de la neurotensine paraît peu probable. D'autre part, ce 

neuropeptide est dégradé par différentes métalloenzymes avec beaucoup 

plus d'efficacité (Checler et al., 1983; 1984; 1985; Kitabgi et al., 1992). 

Par conséquent, il semble que l'E-24.11 soit capable d'intervenir dans le 

métabolisme de la neurotensine, mais de façon tout à fait mineure. Dans le 

système nerveux central, l'E-24.11 est donc essentiellement impliquée dans 

l'inactivation biologique de la substance Pet des ENK. 

La substance P est quasiment absente de la zone externe de l'EM. La 

localisation ultrastructurale de l'E-24.11 nous permet donc de discuter du 

rôle éventuel des ENK dans cette région. Il est particulièrement intéressant 

de constater que, parmi les peptides opioïdes, l'E-24.11 ne clive que les 

dérivés de la proenképhaline, plus exactement la met- et la leu-ENK 

(Schwartz et al., 1985). Cette propriété de l'E-24.11 nous permet de discuter 

du rôle éventuel des ENK dans l'EM où les substrats majeurs de l'enzyme 

semblent être les ENK. 

-Considérations méthodologiques 

Les méthodologies essentielles employées dans notre étude sont 

basées sur la détection immunocytochimique. Il faut rappeler que l'E-24.11 

est détectée à l'aide de l'anticorps monoclonal mAb 85 A2 dont la sélectivité 

et la sensibilité ont été clairement établies (Pollard et al., 1987a; 1987b; Roneo 

et al., 1986; 1988). Cet anticorps reconnaît de façon sélective l'E-24.11 dans le 

cerveau et dans les organes périphériques alors que d'autres ectoenzymes, 

abondantes dans les mêmes tissus, ressemblent à l'E-24.11 (Swerts et al., 

1979; Almenoff et al., 1981; Llorens-Cortes et Schwartz, 1981; Fulcher et al., 

1982; Malfroy et Schwartz, 1982). La spécificité de l'anticorps a été démontrée 

par différentes approches: 1-) par immunoprécipitation, l'anticorps se lie à 

une seule protéine de 90 kda, poids moléculaire de l'E-24.11 du Rat 2-) 

l'activité E-24.11 de fractions membranaires est supprimée lors de l'addition 

de l'anticorps mAb 85A2 à la préparation 3-) l'anticorps utilisé 

immunoprécipite les sites de liaison H3 thiorphan d'une préparation 

membranaire de striatum de Rat. De plus, des études montrent un 

parallélisme évident entre les régions marquées par l'anticorps mAb 85A2, 
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le H3 thiorphan et les régions possédant une activité E-24.11 (Pollard et al., 

1987a; 1987b; Roneo et al., 1986; 1988). Par conséquent, l'anticorps mAb 85A2 

est spécifique de l'E-24.11 et peut donc servir de marqueur afin d'établir la 

localisation ultrastructurale de l'E-24.11 dans l'EM. 

L'étude de la distribution de l'E-24.11 dans l'EM à l'échelle 

ultrastructurale nécessite tout d'abord une bonne conservation 

morphologique des tissus. En général, une conservation morphologique 

optimale est obtenue par perfusion des animaux avec le liquide fixateur. 

Néanmoins, dans notre étude, une fixation par immersion donne de 

meilleurs résultats dans le cas de l'EM qui est une région particulièrement 

fragile. D'autre part, l'étude de Marcel et al. (1990) établit la composition 

d'un mélange fixateur permettant à la fois d'obtenir une bonne détection 

immunocytochimique de l'E-24.11 à l'aide de l'anticorps mAb 85A2 et une 

conservation ultrastructurale convenable du tissu nerveux. Le mélange 

fixateur contient très peu de glutaraldéhyde et donne une 

immunoréactivité égale à celle obtenue sur tissu frais. Fort de cette étude, 

nous détectons donc l'E-24.11 dans l'EM après une fixation par immersion 

pendant 1 h à température ambiante dans ce mélange fixateur. Ce mode de 

fixation nous a permis d'obtenir une conservation ultrastructurale 

satisfaisante rendant possible une analyse des résultats dans l'EM. 

Une bonne interprétation des résultats repose également sur une 

coloration satisfaisante et un bon contraste des coupes ultrafines. Les risques 

de décollement des membranes de celloïdine, notamment lors de la double 

coloration à l'acétate d'uranyle et au citrate de plomb, sont minimisés en 

travaillant avec des bains glacés. A noter enfin que le dépôt de carbone, que 

l'on effectue après cette coloration, doit être très léger de façon à ne pas 

gêner le décollement des membranes de celloïdine lors de la récupération 

des coupes ultrafines après exposition radioautographique. 

L'E-24.11 a été mise en évidence par radioimmunocytochimie. A 

l'échelle ultrastructurale, le marquage se manifeste sous la forme de 

tortillons d'argent d'une taille relativement importante (de l'ordre de 0.4 à 

0.5 Jlm) par rapport aux structures sous-jacentes. Dans cette étude, l'E-24.11 

est essentiellement détectée sur des appositions de membranes. Une telle 

localisation de l'E-24.11 est en accord avec d'autres études ultrastructurales 
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réalisées dans le neostriatum du Rat (Marcel et al., 1990) et dans le globus 

pallidus et la substance noire du Porc (Barnes et al., 1988b; 1992; 1993). 

Cependant, compte tenu des limites inhérentes à la technique 

radioautographique, il n'est pas possible de déterminer laquelle des 2 

membranes constituant une apposition marquée possède réellement 

l'enzyme. Ce relatif manque de précision avec l'anticorps iodé et le fait que 

tout marquage radioautographique peut présenter un léger bruit de fond 

justifient l'étude statistique réalisée selon la méthode de Blackett et Parry, 

1977, modifiée par Hamel et Beaudet, 1984. 

Si l'on compare nos résultats à ceux obtenus dans une autre région (le 

neostiatum) avec la même méthode radioimmunocytochimique (Marcel et 
al., 1990), il apparaît que le pourcentage de grains réels partagés est 

légèrement inférieur dans notre étude (82% contre 90% dans le 

neostriatum) bien que l'enrichissement soit beaucoup plus important du 

fait d'un pourcentage en grains hypothétiques partagés nettement plus 

faible (32% contre 75% dans le neostriatum). Cette observation est peut être 

dûe au fait que les structures observées dans l'EM sont essentiellement des 

TN qui sont plus grandes que les petits éléments dendritiques rencontrés 

dans le neostriatum. 

La localisation membranaire de l'E-24.11 est également en accord avec 

des études de fractionnement cellulaire menées chez le Rat (De la Beaume 

et al., 1981) et avec des études immunocytochimiques en microscopie 

photonique menées dans le globus pallidus du Porc (Barnes et al., 1988). 

Cependant, cette localisation membranaire est en désaccord avec les travaux 

de Back et Gorenstein (1989; 1990) qui, utilisant une approche 

histochimique, détectent l'E-24.11 à l'intérieur des neurones. Nous avons 

tenté de détecter l'E-24.11 à l'aide de cette technique histochimique, mais 

n'avons pas réussi à reproduire ces résultats. Deux hypothèses peuvent être 

émises afin d'expliquer la localisation membranaire de l'E-24.11: 1-la 

quantité d'enzyme intracellulaire serait trop faible pour permettre une 

détection immunocytochimique ou, plus probablement, 2-l'enzyme 

intracellulaire présenterait une conformation différente de l'E-24.11 insérée 

dans la membrane. 

En théorie, la mise en évidence de l'E-24.11 par la technique 

immunocytochimique peroxydase an ti-peroxydase (P AP) utilisée par Marcel 

et al. (1990) et par Barnes et al. (1992), aurait permis de mieux définir la 
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localisation de l'E-24.11. En pratique, l'utilisation de la technique au PAP 

pour détecter l'E-24.11 dans l'EM s'est avérée inadaptée. En effet, lors 

d'essais, nous avons obtenu une mauvaise conservation du tissu. C'est 

peut-être l'organisation particulière de l'EM qui la rend fragile et donc très 

sensible aux traitements histologiques avant inclusion. D'autre part, la 

détection de l'enzyme par radioimmunocytochimie s'avère beaucoup plus 

sensible et la distribution obtenue est tout à fait comparable à celle observée 

lors de l'utilisation de ligands radioactifs tels que le H3 HACBO-Gly ou le 3H 

thiorphan (inhibiteurs spécifiques de l'E-24.11) (Pert, 1978; Schwartz et al., 
1985; Waksman et al., 1986a; 1986b). Avec le même anticorps, la technique 

au PAP ne permet de mettre en évidence l'E-24.11 que dans des régions du 

système nerveux central particulièrement riches en enzyme. Ce manque de 

sensibilité de la technique immunocytochimique classique par rapport à une 

détection radioimmunocytochimique est également rapportée pour les ENK 

(Mc Lean et al., 1985). 

Afin de résoudre les problèmes de conservation, nous avons aussi 

tenté de détecter l'E-24.11 directement sur coupes ultrafines après inclusion 

grâce à une technique à l'or colloïdal. Ceci a été testé sans succés sur coupes 

d'une résine hydrophobe (Araldite) mais aussi sur coupes de résines 

hydrophiles (Lowicryl et Low viscosity Resin White). Il ne paraît donc pas 

possible de mettre en évidence l'E-24.11 sur résines après inclusion à l'aide 

de l'anticorps mAb 85A2. Le site antigénique reconnu par cet anticorps est 

probablement modifié après inclusion. 

Par contre, une technique immunocytochimique indirecte à l'or colloïdal 

nous a permis de détecter l'E-24.11 sur des coupes ultrafines à congélation, 

mais en raison d'une mauvaise conservation morphologique de l'EM, cette 

approche a été également abandonnée. 

Etant donné que les paramètres physico-chimiques employés, en 

particulier la fixation du tissu utilisée, sont compatibles avec une détection 

immunocytochimique de neuropeptides et de neurotransmetteurs, une 

autre partie de notre étude a eu pour but de déterminer la nature chimique 

des structures immunoréactives pour l'E-24.11. Pour cela, nous avons 

réalisé des doubles marquages immunocytochimiques rendus possibles par 

la détection radioimmunocytochimique de l'E-24.11. Les autres antigènes 

détectés dans notre étude sont mis en évidence par une méthode 

immunoenzymatique indirecte; le marquage apparaît sous la forme d'un 
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précipité de DAB remplissant les structures exprimant l'antigène recherché. 

Tout au long de l'étude, qui comprend plusieurs séries de doubles 

marquages, le nombre de tortillons observés sur les radioautographies de 

microscopie électronique est similaire après 8 à 12 semaines d'exposition. 

L'absence de radiomarquage sur une structure donnée n'est donc pas dûe à 

une durée d'exposition insuffisante. 

Lors de l'analyse des doubles marquages, une moins bonne conservation de 

l'ultrastructure est observée, probablement dûe à la révélation de l'activité 

peroxydasique par la DAB qui est une réaction fortement exothermique. 

Néanmoins, la révélation de l'activité peroxydasique à froid, sur table 

réfrigérante, permet de conserver une structure correcte (voir Méthodes). 

Après avoir déterminé la grande probabilité d'une action locale des 

ENK dans l'EM, il semblait intéressant de savoir par quel type de récepteur, 

Jl ou ù, les ENK pouvaient éventuellement agir. Par conséquent, à la suite 

des approches immunocytochimiques, nous avons essayé de déterminer, 

grâce à des ligands spécifiques, si les récepteurs Jl et/ ou ù étaient présents 

dans l'EM. Jusqu'à maintenant, les travaux effectués chez le Rat dans cette 

région, sur coupes congelées fraîches, n'ont guère été significatifs (Mc Lean 

et al., 1986; Tempel et Zukin, 1987; Desjardins et al., 1990). Nous avons donc 

abordé l'étude sur coupes semi-fines obtenues à partir de coupes au 

vibratome (Beauvillain et al., 1992). 

La détection des sites de liaison Jl s'est faite à l'aide du FK-33824 iodé parce 

que de nombreux travaux ont montré qu'il était possible d'obtenir des 

résultats même après fixation (Hamel et Beaudet, 1984; Moyse et al., 1986; 

Beauvillain et al., 1992). La préfixation du tissu par le mélange fixateur selon 

Hamel et Beaudet (1984) pendant 10 min permet d'obtenir une conservation 

morphologique du tissu satisfaisante. 

Des essais préalables sur coupes au cryostat n'ont pas permis de trouver un 

mode de fixation alliant une bonne détection des sites de liaison ù par la 

Deltorphin-I iodée et une bonne conservation morphologique du tissu 

nerveux. Les meilleures conditions de liaison ont toujours été obtenues sur 

tissu frais. Nous avons donc tenté la détection des sites de liaison ù par la 

Deltorphin-I iodée sur coupes au vibratome placées en survie. Nous avons 

montré que la liaison totale (évaluée en comptant le nombre de cpm de 

coupes au vibratome incubées avec le ligand iodé) était nettement 

supérieure à la liaison non spécifique (évaluée en comptant le nombre de 
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cpm de coupes au vibratome incubées avec le ligand iodé en présence du 

compétiteur froid). Il y a donc bien liaison de la Deltorphin-I dans les 

conditions de survie utilisées. Par conséquent, cette technique permet 

d'obtenir une excellente conservation du tissu et offre de bonnes conditions 

de liaison au ligand. 

-Localisation neuronale et gliale de l'E-24.11 

Dans le système nerveux central, la distribution de l'E-24.11 est très 

large et fortement hétérogène (Pollard et al., 1989). Ceci a été signalé dans des 

études biochimiques mettant en évidence l'activité de la peptidase dans 

différentes régions (Malfroy et al., 1978; Sullivan et al., 1978; Malfoy et al., 

1979; Llorens-Cortes et al., 1982). La grande hétérogénéité de distribution de 

l'E-24.11 permet d'envisager une expression sélective de l'enzyme par 

certaines populations neuronales (Pollard et al., 1989). De plus, des études de 

fractionnement cellulaire ont montré que l'activité E-24.11 est très enrichie 

dans les fractions de membranes synaptiques contenant notamment des 

récepteurs opioïdes(Alstein et Vogel, 1980; De la Beaume et al., 1981) et que 

l'administration locale d'acide kainique dans le striatum du Rat induit une 

baisse de l'activité de l'E-24.11 (Llorens-Cortes et al., 1979). Ces travaux 

laissent supposer une localisation neuronale de l'E-24.11. Dans notre étude, 

la présence de tortillons sur de nombreuses appositions entre TN démontre 

clairement une localisation neuronale de l'E-24.11. 

Des tortillons sont également partagés entre TN et tanycytes. Compte tenu 

des limites inhérentes à la technique radioautographique, il n'est pas 

possible de déterminer laquelle des 2 membranes d'une apposition marquée 

possède réellement l'enzyme. Par conséquent, l'E-24.11 pourrait également 

être insérée dans la membrane plasmique des tanycytes. Dans quelques cas, 

plusieurs grains d'argent sont détectés sur un même prolongement 

épendymaire ce qui nous permet d'envisager la présence effective de l'E-

24.11 sur les tanycytes. De plus, le fait que l'enrichissement soit similaire 

pour tous les types d'appositions, et non pas inférieur lorsqu'un tanycyte est 

impliqué dans l'apposition, supporte également l'hypothèse d'une 

localisation tanycytaire de l'enzyme. Néanmoins, seule la détection des 

ARN messagers de l'E-24.11 par hybridation in situ peut démontrer de façon 

indéniable si les tanycytes synthétisent cette enzyme. A noter qu'une étude 
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de l'expression de l'ARN messager codant l'E-24.11 a déjà été publiée, mais 

ne concerne pas l'EM (Wilcox et al., 1989). Une localisation gliale de l'E-24.11 

dans l'EM doit être considérée sérieusement car la présence de cette enzyme 

a été démontrée sur les astrocytes (Horsthemke et al., 1983; Lentzen et 

Palenker, 1983; Lentzen et al., 1983) et les épendymocytes (Gros et al., 1985). 

De plus, d'autres ectoenzymes telles que l'angiotensine converting enzyme 

(ACE) ou l'acétylcholinestérase (AchE) sont présentes sur des éléments 

neuronaux mais aussi gliaux (Koshiya et al., 1984; Pickel et al., 1986; 

Henderson et Greenfield, 1984). 

Si la présence de l'E-24.11 sur les tanycytes s'avère exacte, on peut envisager 

que les ENK ont une action sur ces structures dans le but de modifier leur 

forme et/ou de moduler leur fonction de transport de substances du liquide 

céphalorachidien vers les capillaires du système porte hypothalamo

hypophysaire. La présence de nombreux contacts dits synaptoïdes entre TN à 

ENK et prolongements épendymaires au sein de l'EM (Beauvillain et al., 

1984) est un argument supplémentaire en faveur de l'existence d'une telle 

action. 

Les résultats de cette étude ultrastructurale démontrent donc que l'E-

24.11 est essentiellement associée aux membranes plasmiques de TN de 

l'EM mais qu'une localisation tanycytaire est très probable. La présence de 

l'E-24.11 indique que des peptides dégradés par cette enzyme ont des actions 

locales dans la zone externe de l'EM. Ces peptides peuvent moduler les 

sécrétions neurohormonales dans les capillaires du plexus porte 

hypothalamo-hypophysaire. Compte tenu de la spécificité de l'E-24.11 et des 

substrats potentiels présents dans cette région, les meilleurs candidats à 

l'hydrolyse par l'E-24.11 apparaissent être les ENK. 

L'analyse quantitative du taux d'E-24.11 de l'EM dans certaines conditions 

physiologiques a permis de montrer des variations concomitantes du taux 

d'E-24.11 et du taux d'ENK. Ceci nous paraît être un argument 

supplémentaire montrant que dans l'EM, l'E-24.11 a pour rôle essentiel 

d'hydrolyser les ENK. 

En conclusion, l'existence d'une action locale paraissant évidente, l'étape 

suivante du travail a donc été de déterminer quels pouvaient être les 

systèmes neuroendocriniens concernés. Ces actions locales seraient de type 
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paracrine et/ ou autocrine car l'EM est totalement dépourvue de synapses. 

Afin de préciser quelles sont les fonctions neuroendocrines cibles d'une 

action locale dans cette région, des doubles marquages 

immunocytochimiques ont été réalisés. Ces doubles détections 

immunocytochimiques, analysées en microscopie électronique, permettent 

de savoir si les TN des différents systèmes neuroendocriniens possèdent l'E-

24.11 insérée dans leur membrane plasmique et de déterminer ainsi quels 

sont les systèmes susceptibles d'être régulés dans l'EM. Les résultats obtenus 

sont discutés en fonction de la littérature suggérant l'existence d'une action 

des ENK dans l'EM. 

-Les ENK et la fonction gonadotrope 

D'après la littérature, les ENK pourraient agir sur la libération du 

GnRH par les TN de l'EM (Rotsztejn et al., 1978; Drouva et al., 1981; Arita et 

Kimura, 1988). Selon ces travaux, les ENK agiraient directement sur les TN 

à GnRH, ou indirectement, par l'intermédiaire de la DA. Afin de 

déterminer si cette influence est directement exercée sur les TN à GnRH, ou 

indirectement via une action sur les boutons à DA, ou bien sur les 2 types de 

TN, 2 doubles marquages ont été analysés prioritairement dans le but de 

savoir si les TN à GnRH et à tyrosine hydroxylase (TH) présentaient l'E-

24.11 insérée dans leur membrane plasmique. 

L'observation de ces doubles détections sur coupes semi-fines étant 

impossible, l'étude a été menée à l'échelle ultrastructurale. A cette échelle, il 

nous a fallu rechercher les critères permettant de déterminer si le marquage 

radioautographique anti-E-24.11 appartenait bien aux TN mises en évidence 

par la méthode immunoenzymatique indirecte. La méthode employée et les 

critères retenus sont décrits dans la partie Matériel et Méthodes (D, 4). 

L'application de ces critères est en faveur d'une localisation de l'E-24.11 sur 

les TN immunoréaètives pour la TH. Inversement, les mêmes critères ne 

sont pas vérifiés pour les TN à GnRH. 

Dans l'EM, les boutons terminaux immunoréactifs pour la TH 

correspondent pour la plupart aux neurones TIDA localisés dans la partie 

dorsale du noyau arqué (Meister et al., 1989). L'antisérum utilisé visualise 

également quelques rares fibres adrénergiques et noradrénergiques 

provenant de la medulla oblongata (Meister et al., 1989). Par conséquent, nos 
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résultats sont plutôt en faveur d'une action des ENK sur des TN à DA. Les 

ENK de l'EM n'auraient pas d'action directe sur les TN à GnRH. 

L'existence d'une action des ENK sur les neurones TIDA est confortée par 

des observations faites in vivo montrant que les ENK modulent la 

libération de DA par les neurones TIDA de rates (Gudelski et Porter, 1979) et 

par le fait que l'administration périphérique d'ENK induit la libération de 

PRL (Bruni et al., 1977; Ferland et al., 1977). De plus, une étude menée sur 

des fragments d'EM in vitro (Arita et Kimura, 1988), suggère que les ENK 

agissent directement sur les TN à DA en inhibant la synthèse de DA. 

Cependant, d'autres observations chez le rat mâle suggèrent que les opioïdes 

et notamment les ENK agissent directement sur les TN à GnRH (Drouva et 
al., 1981; Rotsztejn et al., 1978; 1982). Nos résultats ne sont pas en faveur de 

l'existence d'une telle modulation, mais supportent davantage l'hypothèse 

d'une action indirecte des ENK sur la sécrétion du GnRH. 

D'après Rotsztejn et al. 1982, il existe des récepteurs opioïdes sur les TN à 

GnRH de l'EM. Les sites de liaison opioïdes ont été mis en évidence à l'aide 

de naloxone tritiée, qui marque les différents types de récepteurs opioïdes. Il 

peut donc s'agir de récepteurs médiant l'action de la ~-END ou de la DYN. 

Ce travail n'est donc pas forcément contradictoire avec nos conclusions. 

Compte tenu des travaux soutenant l'existence d'une action des ENK sur les 

TN à DA et de la présence d'E-24.11 sur ces TN, le contrôle de la sécrétion du 

GnRH par les ENK au sein de l'EM s'exerce donc probablement par 

l'intermédiaire des TN dopaminergiques. 

Différentes études nous permettent d'envisager que dans l'EM, des 

peptides opioïdes peuvent agir sur la sécrétion du GnRH via une action sur 

les neurones dopaminergiques (Rasmussen, 1988). Généralement, les 

auteurs considèrent que cette action est exercée par les endorphines. 

Cependant, il faut savoir que contrairement aux ENK, les endorphines sont 

quasiment absentes des TN de la zone externe de l'EM (Bloch et al., 1978; 

Jacobowitz et al., 1978; Hisano et al., 1982; Kiss et al., 1985; lbata et al., 1985). 

En fait, seules quelques structures contenant des endorphines sont visibles 

dans la région interne de l'EM (Ishikawa et al., 1982). La majorité des corps 

cellulaires à POMC sont localisés dans le noyau arqué et projettent vers 

différentes régions hypothalamiques et extrahypothalamiques (Eskay, 1979; 

O'Donohue et al., 1979; Pelletier, 1980; O'Donohue, 1982). Par conséquent, 
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une régulation locale de la sécrétion du GnRH par les endorphines au 

niveau de la zone externe de l'EM paraît très peu probable. 

L'intervention de dérivés de la POMC originaires de la pars tuberalis ou de 

l'adénohypophyse ne peut cependant pas être exclue. Des variations du taux 

de ~-END dans le. sang porte hypophysaire au cours du cycle ont été 

rapportées (Sarkar et Yen, 1985). Plus exactement, la concentration de ~-END 

diminue avant le 'pic de GnRH qui se produit dans l'après-midi du 

proestrus (Sarkar et Yen, 1985). On peut imaginer que la ~-END libérée par 

l'adénohypophyse "remonte" afin de réguler certaines sécrétions 

hypothalamiques au niveau de l'EM. 

Par contre, l'existence d'une influence des endorphines directement sur les 

corps cellulaires à GnRH et à DA est confortée par des travaux 

morphologiques. Des contacts entre des corps cellulaires à GnRH et des 

neurones contenant des dérivés de la POMC ont été observés dans l'aire 

préoptique du Rat (Leranth et al., 1988; Chen et al., 1989) et dans le noyau 

arqué du Singe (Thind et Goldsmith, 1988). De plus, des neurones à POMC 

se projettent sur des corps cellulaires à DA dans l'hypothalamus du Rat 

(Horwath et al., 1992). 

En faisant la synthèse de ces travaux et de nos résultats, nous 

pouvons supposer qu'il existe un double contrôle opioïde de la sécrétion du 

GnRH dans l'hypothalamus. 1-) un effet direct par la ~-END au niveau des 

sites de synthèse (péricaryons) 2-) un effet indirect des ENK au niveau de la 

zone de libération (éminence médiane). 

Le travail de Weesner et Malven réalisé en 1990 chez le Mouton soutient 

cette hypothèse. En effet, ces auteurs ont montré que des injections locales 

d'un anti-met-ENK dans l'hypothalamus médiobasal, en particulier dans la 

région de l'EM, stimulent nettement la libération de LH alors que des 

injections d'anti-~-END dans la même région n'influencent pas la sécrétion 

des hormones gonadotropes. Inversement, des injections d'un anti-~-END 

dans l'aire préoptique altèrent la concentration sérique de LH alors que 

l'administration d'un anti-met-ENK est sans effet. 

Ces résultats semblent donc écarter l'action de la ~-END au niveau de la 

zone de libération du GnRH alors qu'au contraire, l'action des ENK semble 

primordiale. Cependant, un rôle éventuel de dérivés issus du troisième 

précurseur de peptides opioïdes, la prodynorphine, est tout à fait 

envisageable car des TN à dynorphines existent dans la zone palissadique de 
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l'EM. Des TN à dynorphines ont d'ailleurs été observées en microscopie 

photonique dans les mêmes régions que les boutons à GnRH (Meister et al., 

1989; Ciofi et al., 1991) et la fréquence des appositions entre TN à GnRH et 

TN à dynorphines vues en microscopie électronique est en faveur d'une 

interaction entre ces 2 types de TN (Ciofi et al., 1991). 

-Les ENK et la fonction somatotrope 

En règle générale, les peptides opioïdes ont une action stimulatrice 

sur la sécrétion de GH (Kokka et al., 1972; Ferland et al., 1977; Dupont et al., 

1977; Rivier et al., 1977). La plupart des auteurs attribuent cette action 

opioïde centrale à la ~-END (Dupont et al., 1977; Rivier et al., 1977). 

Les études s'intéressant au contrôle de la sécrétion de l'hormone de 

croissance au niveau de l'EM sont très peu nombreuses. Seuls, Drouva et al. 

en 1981 et Rotsztejn et al. en 1982 ont suggéré que les opioïdes pouvaient 

agir directement sur les TN à SOM de l'EM par l'intermédiaire de récepteurs 

opioïdes. Ces résultats permettent d'envisager l'existence d'un contrôle 

opioïde de la libération de la GH au sein de l'EM. Il s'agirait d'une 

régulation opioïde inhibitrice appliquée sur les TN à SOM. 

Deux doubles détections immunocytochimiques réalisées et analysées en 

microscopie électronique (E-24.11/GRF et E-24.11/SOM), nous permettent de 

discuter du rôle éventuel des ENK dans le contrôle de la sécrétion de 

l'hormone de croissance. L'analyse des doubles marquages réalisés n'est pas 

favorable à l'existence d'une action directe des ENK sur les TN à GRF et à 

SOM de l'EM. 

En 1978, Negro-Vilar et al., ont montré que la DA était capable de stimuler la 

libération de SOM à partir d'EM in vitro. Nous pouvons donc envisager 

qu'une inhibition opiacée exercée sur les TN dopaminergiques de l'EM peut 

entraîner une baisse de la sécrétion de SOM, donc une augmentation de la 

libération de GH. Par conséquent, une intervention des ENK dans le 

contrôle de la libération de la GH au niveau de l'EM est possible. 

L'existence d'une action des ENK s'exerçant sur les corps cellulaires à SOM 

et à GRF ne peut pas être exclue. De même, l'intervention de peptides 

opioïdes dérivés de la prodynorphine et/ ou de la POMC au niveau des 

péricaryons est possible. 
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Dans l'EM, la régulation opioïde directe suggérée par Drouva et al. en 1981 

et Rotsztejn et al. en 1982, serait donc exercée par des dérivés de la POMC ou 

de la prodynorphine. L'intervention de la ~-END est souvent proposée 

(Dupont et al., 1977; Rivier et al., 1977). Cependant, là encore, en raison de 

l'absence presque totale de ~-END dans la zone externe de l'EM (Bloch et al., 

1978; Jacobowitz et al., 1978; Hisano et al., 1982; Kiss et al., 1985; Ibata et al., 

1985), une action locale de la ~-END est peu probable. L'existence d'une 

action de peptides dérivés de la prodynorphine, bien que non documentée, 

est concevable. 

-Les ENK et la fonction corticotrope 

La morphine et les ENK sont capables d'induire une activité de l'axe 

corticotrope en agissant au niveau de l'hypothalamus (Buckingham, 1982). 

Des opioïdes endogènes, notamment les ENK, seraient impliqués dans le 

contrôle physiologique de la sécrétion du CRF (Buckingham, 1982). Le site 

d'action exact n'est pas connu, mais une action directe des ENK sur les TN à 

CRF de l'EM est à priori possible. C'est cette hypothèse que nous avons 

testée en réalisant le double marquage E-24.11/CRF. 

L'analyse de cette double détection selon nos critères d'attribution du 

marquage radioautographique montre que la majorité (63%) des TN 

immunoréactives pour le CRF ne possède pas l'E-24.11 insérée dans leur 

membrane plasmique. Ce pourcentage élevé de TN à CRF n'exprimant pas 

l'enzyme laisse supposer que les TN à CRF de l'EM ne sont pas l'objet d'une 

action enképhalinergique. Cependant, dans certains cas, nous avons pu 

attribuer le marquage anti-E-24.11 à des TN immunoréactives pour le CRF 

(voir Résultats, B2c). 

L'E-24.11 serait donc présente sur certaines TN à CRF dont la proportion 

exacte ne peut pas être déterminée. Une sous-population de TN à CRF 

susceptible d'être cible d'une action enképhalinergique semble exister. 

L'observation d'une sous-population de TN à CRF dans l'EM est nullement 

surprenante. En effet, dans le NPV, certaines cellules à CRF peuvent 

contenir de la vasopressine, de la neurotensine, des ENK (Tramu et al., 1983; 

Piekut et Joseph, 1986; Ceccatelli et al., 1989). 

Dans l'hypothalamus du Rat, des corps cellulaires à CRF du NPV sont 

innervés par des neurones à POMC (Liposits et al., 1988). Des dérivés de la 
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POMC réguleraient ces neurones à CRF au niveau des sites de synthèse. A 

notre connaissance, il n'a jamais été montré de contacts entre TN 

enképhalinergiques et corps cellulaires à CRF. 

L'analyse des doubles détections réalisées en microscopie électronique 

permet de préciser et de discuter du rôle éventuel des ENK dans la zone 

externe de l'EM. Les résultats obtenus constituent des arguments 

morphologiques en faveur de différentes notions. 1-) les ENK de l'EM 

agiraient sur les TN dopaminergiques mais pas sur les TN à GnRH. L'action 

des ENK sur la sécrétion du GnRH se ferait donc par l'intermédiaire des TN 

à DA. 2-) les ENK n'auraient pas d'action directe sur les TN à GRF et à SOM. 

3-) certaines TN à CRF seraient la cible d'une action enképhalinergique. 

A la vue de nos résultats un problème semble se poser. Selon nos 

observations, le marquage obtenu avec l'anti-E-24.11 est essentiellement 

observé sur les TN à DA. 

En fait, cela représente 61% des grains (voir résultats, B2a). Or, il apparaît 

peu vraisemblable, à la vue de nos comptages, que les 39% restant 

correspondent au marquage observé sur les TN à CRF. Par conséquent, il 

faut considérer que nous n'avons pas su localiser une partie de l'E-24.11. 

Nous pouvons bien sûr penser qu'un pourcentage significatif de grains 

d'argent est situé sur des membranes de TN à TRH, puisque nous n'avons 

pas pu aborder ce double marquage. Cependant, on ne doit pas écarter la 

possibilité que notre méthodologie et notre analyse ne soient pas 

suffisamment fines pour déceler de très faibles quantités de TN possédant 

l'enzyme. 

Il se peut aussi que la pénétration de l'anti-E-24.11 soit supérieure à celle de 

l'anti-TH (ou de l'anticorps secondaire servant à le révéler: fragments Fab 

couplés à la peroxydase). Dans ce cas, on peut imaginer que certaines TN de 

nature non précisée sont en fait des TN dopaminergiques. 

Un autre point important concernant les TN dopaminergiques doit 

être abordé. En effet, un peu moins de 60% des TN immunoréactives pour 

la TH sont marquées par un ou plusieurs tortillons d'argent alors que dans 

la littérature, il n'est jamais fait mention de sous populations de TN 
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dopaminergiques. Le fait de ne pas détecter d'E-24.11 sur toutes les TN à DA 

peut résulter d'un problème d'incidence de plan de coupe. Il en résulterait 

une sous estimation du nombre de TN à DA possédant l'E-24.11. 

-Paracrinie et/ou autocrinie 

A ce niveau de l'étude, une question s'impose: Quel est le type de 

régulation exercé par les ENK dans l'EM? S'agit-il d'une action paracrine ou 

autocrine? 

Il peut exister 2 populations de TN enképhalinergiques dans l'EM externe. 

Une population originaire du noyau arqué, qui correspond à des neurones 

dopaminergiques (Meister et al., 1989; Merchenthaler, 1993) et une 

population originaire du NPV correspondant à des neurones à CRF 

(Merchenthaler et al., 1986). 

Paradoxalement, nos résultats de microscopie électronique nous permettent 

d'envisager l'existence d'actions locales des ENK sur les TN à dopamine et 

corticolibérine. Si les ENK agissent sur la TN qui vient de les libérer, l'action 

est dite autocrine. Si elles agissent sur une TN voisine, l'action est dite 

paracrine. 

D'après Merchenth~ler (1992), chez le rat mâle, la plupart des TN à ENK 

sont originaires de ia partie parvicellulaire du NPV et correspondent en fait 

aux neurones à CRF. La présence d'ENK dans des corps cellulaires à CRF 

avait été démontrée quelques années auparavant (Hôkfelt et al., 1983; 

Ceccatelli et al., 1989; Pretel et Piekut, 1990) ainsi que la colocalisation du 

CRF et des ENK dans certaines TN de l'EM (Hisano et al., 1986). 

Ces données, conjuguées aux résultats que nous avons obtenus permettent 

d'envisager l'existence d'une action paracrine entre les TN à CRF /ENK et 

les boutons à DA. Autrement dit, les ENK contenues dans les TN à CRF de 

l'EM inhiberaient la libération de la DA dans cette région. 

Environ 20% des neurones à CRF contiennent des ENK (Ceccatelli et al., 

1989). Il existe donc une sous-population de neurones à CRF exprimant les 

ENK. Cette notion de sous-population de neurones à CRF apparaît 

également dans notre étude, l'E-24.11 n'étant exprimée que par une partie 

des TN immunoréactives pour le CRF. Nous émettons alors l'hypothèse 

que la présence d'E-24.11 sur certaines TN à CRF trahit en fait l'existence 

d'un feed-back négatif des ENK sur les TN à CRF contenant et libérant les 
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ENK dans la zone externe de l'EM. Ce rétro-contrôle est une action de 

nature autocrine. 

Les actions locales des ENK dans l'EM que nous venons d'évoquer sont 

reprises dans le schéma 1. 

Cependant il existe aussi des arguments en faveur d'une expression des 

ENK dans les cellules dopaminergiques (Meister et al., 1989) mais, chez le 

mâle et la femelle normale, cette expression est difficile à mettre en 

évidence. Par contre chez la femelle lactante, il ne fait aucun doute qu'il 

existe une forte expression d'ENK dans le système TIDA (White et Mc 

Kelvy., 1986; Fitzsimmons et Hoffman, 1989; Ottinger et al., 1992; 

Merchenthaler, 1992; Merchenthaler, 1993; Ciofi et al., 1993). Ces éléments 

ne nous permettent donc pas d'écarter l'existence d'une action autocrine 

exercée par les ENK du système TIDA, chez le mâle et la femelle normale. 

En fait, il est possible que les 2 phénomènes de régulation (paracrine et/ ou 

autocrine) existent dans l'EM pour les ENK. 

-Corrélation E-24.11 1 ENK 

Après la mise en évidence d'une augmentation de l'expression des 

ENK dans le système TIDA pendant la lactation, (White et Mc Kelvy, 1986; 

Fitzsimmons et Hoffman, 1989; Ottinger et al., 1992; Merchenthaler, 1992; 

Merchenthaler, 1993; Ciofi et al., 1993), il semblait intéressant de déterminer 

si l'expression de l'E-24.11 variait avec celle des ENK. 

La détection de l'E-24.11 par radioimmunocytochimie semi-quantitative a 

permis de comparer la distribution de cette enzyme dans l'EM de rates 

allaitantes (nursing females) au jour 10 postpartum (pp 10) et de rates 

séparées de leur portée à pp 8 (no pups 48 H). Parallèlement, les ENK et les 

neurokinines (NK) ont été aussi détectées. 

Cette étude est la première montrant une variation concomitante de 

l'immunoréactivité pour l'E-24.11 et de l'immunoréactivité pour l'un des 

peptides que cette enzyme est capable de cliver. 

Nos résultats montrent une réaction anti-ENK très intense dans la zone 

externe de l'EM des femelles allaitantes alors que le retrait des petits 

provoque une chute considérable de l'immunoréactivité anti-ENK. 

L'analyse quantitative du marquage radioautographique (anti-E-24.11) 

observé dans la zone palissadique montre que le retrait des petits est suivi 
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d'une réduction de moitié du signal. D'autre part, les NK sont indétectables 

dans la zone externe de l'EM, qu'il s'agisse de rates lactantes ou de rates 

séparées de leur portée. On peut donc penser que dans l'EM, pendant la 

lactation, l'E-24.11 est essentiellement impliquée dans l'inactivation 

biologique des ENK. 

Ce travail montre que dans l'EM, l'E-24.11 a pour rôle essentiel 

d'hydrolyser les ENK et constitue un argument supplémentaire permettant 

de considérer la présence d'E-24.11 dans cette région comme un bon 

indicateur d'une action des ENK. L'augmentation simultanée des taux 

d'ENK et d'E-24.11 dans la zone externe de l'EM suggère que les systèmes 

cibles d'une action enképhalinergique répondent à une quantité accrue 

d'ENK par une augmentation de la quantité d'enzyme. Cette augmentation 

de la concentration en E-24.11 permet une dégradation plus importante des 

ENK. 

Ce travail ne permet pas de préciser la localisation exacte de l'E-24.11 

dans l'EM de la femelle lactante. Cependant, les résultats obtenus chez le 

mâle en microscopie électronique permettent de penser que l'enzyme est 

vraisemblablement localisée sur les TN à DA et à CRF et peut être aussi sur 

les tanycytes. Le taux particulièrement élevé d'ENK présent dans les 

neurones TIDA pendant la lactation suggère néanmoins que c'est surtout 

l'expression de l'E-24.11 de ce même système qui varie pendant cet état 

physiologique. L'abondance de TN à DA et à ENK dans les parties latérales 

de l'EM (Meister et al., 1989) et la distribution également latérale de l'E-24.11 

que nous observons pendant la lactation sont des arguments 

morphologiques en faveur de cette hypothèse. 

Les taux d'E-24.11 et d'ENK de l'EM chutent après le retrait de petits, 

lorsque la concentration de PRL circulante est retombée au niveau basal 

(Neill, 1988; Ben-Jonathan et al., 1989). Ceci suggère une implication possible 

de l'E-24.11 et des ENK dans la régulation de la sécrétion de PRL induite par 

la tétée et/ou dans la modification de l'activité neurosécrétoire de 

l'hypothalamus pendant la lactation. 

D'après la littérature, pendant la lactation, la libération de DA (le principal 

PIF) dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire est nettement réduite 
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(Moore, 1987). De plus, la sécrétion des hormones hypophysaires 

gonadotropes est totalement supprimée (Smith et Reinhart, 1993). 

En conséquence, on peut envisager que pendant la lactation, l'augmentation 

des ENK a pour but d'inhiber la libération de la DA, ce qui favorise la 

sécrétion de PRL et diminue la sécrétion du GnRH. 

Il est légitime de penser que ce sont les ENK contenues dans le 

système TIDA (ENK dont l'expression varie), qui exercent une action locale 

pendant la lactation. On peut très bien imaginer que les ENK libérées par les 

TN dopaminergiques agissent directement sur ces mêmes TN à DA afin 

d'inhiber la sécrétion. Dans ce cas, l'action locale envisagée est de type 

autocrine. Cette action autocrine contribuerait au maintien d'une 

concentration élevée de PRL circulante et d'une concentration basse de 

GnRH (schéma 1). Sur les documents présentés, la réaction anti-E-24.11 est 

très intense dans les parties latérales de l'EM (voir Fig. 17b). Or, les régions 

latérales de l'EM sont des sites de projection privilégiés des neurones 

gonadolibérinergiques (Silverman, 1988). Les TN dopaminergiques et 

enképhalinergiques sont également abondantes dans ces régions. Toutes ces 

observations morphologiques sont donc compatibles avec l'hypothèse 

d'une action locale des ENK sur la libération du GnRH via une action sur 

les terminaisons dopaminergiques de l'EM. 

L'intérêt d'une action autocrine est double. D'une part, on peut 

supposer que l'action locale est encore plus rapide, ne nécessitant pas de 

diffusion intersticielle des ENK. D'autre part, on peut imaginer que la 

libération des ENK dans l'espace extracellulaire est directement liée à la 

sécrétion de la DA. Pour tester cette seconde hypothèse, il serait intéressant 

de savoir si les ENK observées dans le système TIDA pendant la lactation 

sont colocalisées avec la DA dans les mêmes granules de neurosécrétion. En 

effet, de cette façon, la libération des ENK (donc leur action inhibitrice) 

dépendrait directement de la libération de la DA. Malheureusement, il est 

actuellement difficile, pour des raisons techniques, de réaliser un double 

marquage DA/ENK en microscopie électronique. 

La lactation est un état physiologique particulier pendant lequel le taux 

d'ENK présent dans la zone externe de l'EM est particulièrement élevé. Le 

taux d'ENK chute après le retrait des petits. Par conséquent, les petits 

semblent constituer un stimulus qui induit ou tout au moins entretient 
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une expression intense des ENK dans les neurones du système TIDA. La 

chute de l'immunoréactivité pour les ENK observée lors du retrait des 

petits aurait pour conséquence la levée de l'inhibition enképhalinergique 

des TN à DA et contribuerait au retour à une concentration basale de PRL 

circulante. 

Notre étude, chez la rate lactante, doit être mise en parallèle avec 

d'autres travaux qui montrent que la période de lactation est accompagnée 

de modifications de l'activité de l'hypothalamus (Lightman, 1992). Ces 

changements dans l'activité se traduisent par des modifications structurelles 

(Tweedle et Hatton, 1987; Théodosis et Poulain, 1987; 1989; Hatton et Yang, 

1990) et par des variations considérables dans l'expression des messagers 

chimiques présents dans les systèmes neuroendocriniens (Théodosis et 

Poulain, 1987; Gozes et al., 1989; Pelletier et Tong, 1992; Ceccatelli et Erikson, 

1993; Mahata et al., 1993; Marks et al., 1993; Smith, 1993; Wang et al., 1993). 

Le meilleur exemple est l'apparition d'ENK, de neurotensine et de 

neuropeptide Y dans les neurones TIDA chez la Souris (Ciofi et al., 1993). 

L'expérimentation menée chez la femelle lactante nous a donc permis de 

préciser différents points. 1-La variation concomitante du taux d'enzyme et 

du taux d'ENK montre qu'il existe une relation fonctionnelle entre l'E-24.11 

et les ENK dans l'EM. 2-les ENK ont une action locale dans l'EM pendant la 

lactation. 3-les ENK pourraient être impliquées dans la régulation de la 

sécrétion de la DA au niveau de la zone externe de l'EM, participant ainsi à 

l'inhibition de la sécrétion du GnRH et à l'augmentation de la sécrétion de 

PRL que l'on observe pendant la lactation. 

-Les récepteurs aux ENK 

Le fait que les ENK aient un rôle local au sein de la zone externe de 

l'EM implique l'existence de récepteurs opioïdes dans cette structure. Pour 

des raisons méthodologiques, la détection, en microscopie électronique, des 

récepteurs au moyen de ligands spécifiques ne peut pas être couplée à la 

caractérisation immunocytochimique de TN. Cependant, il était important 

de savoir sur quel(s) type(s) de récepteurs pouvaient agir les ENK de l'EM. 

Les ENK se lient préférentiellement aux récepteurs opioïdes de type ù et 1-l 
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(Simon, 1991). Nous avons donc recherché, à l'aide de ligands hautement 

spécifiques, si ces 2 types de récepteurs étaient présents dans la zone externe 

de l'EM du Rat. 

Dans un premier temps, nous avons envisagé l'existence éventuelle 

de sites de liaison o dont les ligands endogènes majeurs sont les ENK. La 

nouvelle approche, qui consiste à incuber des coupes au vibratome 

maintenues en survie avec la D-Ala2 Deltorphin-I, n'a pas permis de mettre 

en évidence de sites de liaison o dans la zone externe de l'EM. 

L'absence de marquage ne semble pas dûe à un problème d'ordre 

méthodologique. En effet, dans la partie Matériel et Méthodes, nous avons 

montré que l'approche sur coupes en survie offrait de bonnes conditions de 

liaison au ligand. 

La distribution générale dans le SNC des récepteurs o a beaucoup été étudiée 

par des techniques de liaison et, dans l'hypothalamus, ces travaux ont 

montré une densité de sites de liaison faible (Goodman et al., 1980; Wolozin 

et al., 1982; Lynch et al., 1985; Mansour et al., 1986; Mc Lean et al., 1986; 

Tempel et Zukin, 1987) ou modérée (Duka et al., 1981). Dans une étude 

beaucoup plus précise, centrée sur l'hypothalamus, Desjardins et al. (1990) 

ont cependant constaté l'existence de sites de liaison o dans des régions de 

l'hypothalamus impliquées dans des fonctions neuroendocrines et 

notamment dans le noyau arqué. Malheureusement, ces auteurs n'ont pas 

mentionnés l'EM dans leurs résultats. 

Le récepteur o a été cloné en 1992 (Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992) et 

peu d'études par hybridation in situ sont à ce jour disponibles (Mansour et 

al., 1993; Lemoine et al., 1994). Cependant, d'après Mansour et al. (1993), le 

noyau ventromédian est la seule région de l'hypothalamus qui exprime 

l'ARNm du récepteur o. Ces premiers résultats d'hybridation in situ, qui ne 

détectent pas d'ARNm dans des neurones se projetant dans l'EM, sont 

plutôt en faveur d'une absence de récepteurs o dans la zone externe de l'EM. 

Néanmoins, il ne faut pas tirer de conclusions hâtives, car ce travail est une 

étude préliminaire. 

Le fait de ne pas détecter de sites de liaison o dans l'EM ne permet pas 

d'affirmer qu'il n'existe pas de récepteurs de ce type dans cette région. En 

effet, par définition, les techniques de liaison ne mettent en évidence que les 

structures capables de lier les ligands utilisés. On peut très bien imaginer que 

des récepteurs o sont présents dans la zone palissadique de l'EM mais sous 
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une forme qui n'interagit pas avec la Deltorphin-1 dans nos conditions 

d'expérimentation. On peut également penser que l'expression des 

récepteurs varie selon l'état physiologique de l'animal. Il se peut que le 

récepteur 8 ne soit pas ou peu exprimé chez le rat mâle normal mais soit 

exprimé dans d'autres conditions physiologiques. 

Dans un second temps, nous avons recherché la présence éventuelle 

de sites de liaison Il qui fixent plusieurs ligands endogènes dont la 13-END et 

les ENK. Notre étude sur coupes semi-fines a permis de mettre en évidence 

une densité relativement importante de sites de liaison Il dans la zone 

externe de l'EM. 

Le travail de Desjardins et al. (1990) montre que le récepteur Il est abondant 

dans l'hypothalamus du Rat et notamment dans de nombreuses régions 

neuroendocrines de l'hypothalamus (NPV, aire préoptique, noyau arqué, 

... ). Notre étude apporte donc un complément d'information important: la 

présence de sites de liaison Il dans la zone externe de l'EM du Rat. La 

présence de récepteurs opioïdes dans l'EM est un argument morphologique 

supplémentaire en faveur d'une action locale des peptides opioïdes dans 

cette région et est compatible avec le fait que ces peptides puissent être des 

ENK. 

Le clonage du récepteur )l en 1993 (Chen et al., 1993; Thompson et al., 1993) a 

rendu possible les premières études par hybridation in situ (Delfs et al., 1994; 

Mansour et al., 1994). Bien que ces études ne soient pas focalisées sur 

l'hypothalamus, elles apportent quelques précisions quant à la présence de 

l'ARNm du récepteur Il dans cette région. Ainsi, il a été montré que 

certaines régions hypophysiotropes de l'hypothalamus expriment l'ARNm 

du récepteur )l (aire préoptique, noyau arqué). Ces régions sont peut être à 

l'origine des récepteurs Il que nous détectons. 

La densité de sites de liaison que nous observons dans la zone externe 

de l'EM est modérée, comparée à celle observée dans le neostriatum (Hamel 

et Beaudet, 1984; 1987). Les actions locales des ENK dans l'EM (contrôle de la 

libération du GnRH par l'EM chez le rat mâle et participation au contrôle de 

la sécrétion de PRL pendant la lactation), pourraient être médiées par ces 

récepteurs de type )l. 

Il existe une importante population de TN à DYN dans l'EM (Meister et al., 

1989). Cependant, une action de dérivés de la proDYN sur les récepteurs de 
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type Jl est peu probable compte tenu de la faible affinité des récepteurs Jl 

pour ces dérivés. Il est plus vraisemblable d'envisager une action de dérivés 

de la proDYN médiée par des récepteurs de type K quoique la présence 

effective de sites de liaison K dans la zone externe de l'EM n'ait pas été 

établie. Par contre, il a été démontré par hybridation in situ que l'ARNm de 

ce récepteur est abondant dans de nombreuses régions hypophysiotropes de 

l'hypothalamus (Minami et al., 1993; Mansour et al., 1994b). 

L'EM étant dépourvue de synapses, les récepteurs Jl détectés sont des 

récepteurs non-synaptiques. Notons, que dans le neostriatum également, la 

majorité des récepteurs de type Jl ont été détectés hors synapses (Hamel et 

Beaudet, 1984; 1987). La zone externe de l'EM possède donc des récepteurs 

opioïdes mais à l'échelle photonique, il est impossible de préciser la nature 

des compartiments cellulaires marqués. Seule une étude ultrastructurale, 

comme celle qui a été réalisée chez le Cobaye (Beauvillain et al., 1992), 

permettrait de connaitre la distribution des sites de liaison Il dans cette 

région. 

Tout au long de notre étude, la mise en évidence de l'E-24.11 nous a 

permi d'explorer et discuter le rôle des ENK dans la zone externe de l'EM. 

Nos observations morphologiques sont significatives, mais ne remplacent 

pas la localisation ultrastructurale des récepteurs opioïdes. Leur détection en 

microscopie électronique au moyen de ligands spécifiques marqués est 

particulièrement délicate et pose de nombreux problèmes méthodologiques. 

Il est impossible d'affirmer que la distribution de l'E-24.11 dans l'EM 

recouvre ou présente un parallèlisme avec la distribution des récepteurs 

opioïdes, car aucun travail ultrastructural traitant de la localisation des 

récepteurs opioïdes dans l'EM du Rat n'est actuellement disponible. 

Néanmoins, notons que la distribution de l'E-24.11 présente des similitudes 

avec celle des récepteurs Il dans l'EM du Cobaye (Beauvillain et al., 1992). 

Chez le Cobaye, les sites de liaison Il sont également détectés à l'aide du FK-

33824 iodé. Tout comme l'E-24.11 chez le Rat, les sites de liaison Il sont 

localisés sur certaines 1N et sur les tanycytes. 

Grâce à des techniques de liaison, une densité relativement importante de 

sites de liaison Il a été mise en évidence dans l'EM externe. Inversement, 

nous n'avons pas détecté de sites de liaison 8. Ce travail apporte donc un 

argument morphologique supplémentaire en faveur d'une action locale des 
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ENK dans l'EM, cette action locale se faisant au moins en partie par 

l'intermédiaire des récepteurs Il· 
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Schéma 1. Actions locales des enképhalines dans la zone externe de 
l'éminence médiane du Rat. 
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CONCLUSION 

L'analyse ultrastructurale de la distribution de l'E-24.11 dans la zone 

externe de l'éminence médiane du Rat montre que cette enzyme est associée 

essentiellement aux membranes plasmiques des terminaisons nerveuses, 

mais aussi à celles des tanycytes. 

La présence de l'E-24.11 indique que des peptides dégradés par cette enzyme 

ont des actions locales dans la zone externe de l'éminence médiane. Compte 

tenu de la spécificité de l'E-24.11 et des substrats potentiels dans cette région, 

les meilleurs candidats à l'hydrolyse par l'E-24.11 paraissent être les 

enképhalines. Ceci suggère donc que les enképhalines présentes dans 

l'éminence médiane modulent les sécrétions hormonales hypophysaires 

dans les capillaires du plexus porte hypothalamo-hypophysaire. 

Après avoir apporté des arguments morphologiques en faveur de 

l'existence d'une action locale des enképhalines dans la zone externe de 

l'éminence médiane, l'étape suivante a consisté à déterminer quels 

pouvaient être les systèmes neuroendocriniens concernés. Des doubles 

marquages immunocytochimiques en microscopie électronique ont permis 

de montrer que l'E~24.11 était insérée dans la membrane plasmique de la 

majorité des terminaisons nerveuses dopaminergiques et de certains 

boutons terminaux à CRF. Par contre, les terminaisons nerveuses à GnRH, à 

SOM et à GRF ne semblent pas posséder l'enzyme. 

Ces résultats suggèrent: 

1-) que les enképhalines de l'éminence médiane peuvent agir sur les 

terminaisons dopaminergiques mais pas sur les terminaisons à GnRH. 

2-) que les enképhalines n'ont pas d'action directe sur les boutons à 

SOMetàGRF. 

3-) que certaines terminaisons nerveuses à CRF sont la cible d'une 

action enképhalinergique. 

Compte tenu de ces résultats, on peut penser que l'action des enképhalines 

sur la sécrétion du GnRH se fait par l'intermédiaire des terminaisons 

nerveuses à dopamine. De même, une action indirecte des enképhalines, 

via la dopamine, sur les boutons terminaux à SOM est possible. 
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Nos observations ont permis de constater qu'il existait une variation 

concomitante des enképhalines et de l'E-24.11 dans l'éminence médiane 

pendant la lactation: le taux d'E-24.11 augmente parallèlement à 

l'augmentation des enképhalines. 

Ces résultats impliquent: 

1-) qu'il existe une relation fonctionnelle entre l'E-24.11 et les 

enképhalines dans l'éminence médiane. A noter que cette observation 

constitue un argument supplémentaire montrant que dans cette région, l'E-

24.11 a pour rôle essentiel d'hydrolyser les enképhalines. 

2-) que les ENK ont une action locale au sein de l'EM pendant la 

lactation. 

Pendant la lactation, les enképhalines pourraient être impliquées dans la 

régulation de la sécrétion de dopamine au niveau de la zone externe de 

l'éminence médiane. Il en résulterait une augmentation de la libération de 

PRL. 

A la suite de ce travail, il est apparu intéressant de savoir sur quels 

types de récepteurs pouvaient agir les ENK. Grâce à l'utilisation de ligands 

spécifiques, une densité importante de sites de liaison )l a été mise en 

évidence. Par contre aucun site de liaison 8 n'a été détecté. Par conséquent, 

l'action locale des enképhalines dans la zone externe de l'éminence 

médiane se ferait, au moins en partie, par l'intermédiaire de récepteurs 

opioïdes de type Il· 

Lorsque nous avons commencé cette étude, il y a 4 ans, la détection de l'E-

24.11 était une excellente alternative à la mise en évidence des récepteurs 

opioïdes afin d'explorer le rôle des enképhalines dans l'éminence médiane 

du Rat. Cette approche nous a permis effectivement de montrer que les 

enképhalines avaient une action locale dans cette région et de préciser 

quelles fonctions neuroendocrines étaient vraisemblement régulées ou 

modulées par les enképhalines. 

Si l'on désirait poursuivre l'étude avec cette approche, il serait 

particulièrement intéressant de détecter les ARNm de l'E-24.11 dans 

l'hypothalamus du rat mâle mais aussi de la femelle lactante. Ceci 

permettrait de déterminer définitivement la nature des systèmes 
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neuroendocriniens exprimant l'enzyme et de préciser si les tanycytes sont 

capables ou non de synthétiser l'E-24.11. 

Le clonage récent des principaux types de récepteurs opioïdes ouvre de 

nouvelles perspectives. Par hybridation in situ et surtout par l'utilisation 

d'anticorps anti-récepteurs, il sera vraisemblablement possible d'apporter 

des précisions à nos observations. Cependant, il faut noter qu'actuellement, 

cette dernière approche reste très problématique et peu de résultats sont 

probants. 
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V ANDENBULCKE Franck 

LOCALISATION ULTRASTRUCTURALE DE L'ENDOPEPTIDASE-24.11 

(E.C.3.4.24.11, ENDOPEPTIDASE NEUTRE, ENKEPHALINASE, E-24.11) DANS 

L'EMINENCE MEDIANE DU RAT: ARGUMENTS MORPHOLOGIQUES EN 

FAVEUR D'UNE ACTION LOCALE MODULATRICE DES ENKEPHALINES. 

RESUME DE LA THESE 

Les peptides opioïdes sont impliqués dans le contrôle de la plupart des fonctions 
neuroendocrines. Cette étude, réalisée chez le Rat, s'est intéressée au rôle des 
enképhalines présentes dans la zone externe de l'éminence médiane. Cette région, 
essentiellement constituée de terminaisons nerveuses, est la charnière neurohémale 
entre l'hypothalamus et l'hypophyse. 
Dans l'éminence médiane, la présence d'endopeptidase-24.11 (E-24.11), une enzyme 
membranaire impliquée dans l'inactivation des enképhalines, peut être considérée 
comme une bon indicateur d'une action des enképhalines. 
L'analyse ultrastructurale de la distribution d'E-24.11 montre que cette enzyme est 
associée essentiellement aux membranes plasmiques des terminaisons nerveuses, mais 
aussi à celles des tanycytes. Cette présence peut être considérée comme un bon argument 
morphologique en faveur d'une action locale des enképhalines. 
L'étape suivante a consisté à déterminer quels pouvaient être les systèmes 
neuroendocriniens concernés. Des doubles marquages immunocytochimiques en 
microscopie électronique ont permis de montrer que l'E-24.11 était insérée dans la 
membrane plasmique de la majorité des terminaisons nerveuses dopaminergiques et de 
certains boutons terminaux à CRF. Par contre, les terminaisons nerveuses à GnRH, à 
SOM et à GRF ne semblent pas posséder l'enzyme. Ces résultats suggèrent: 1-) que les 
enképhalines de l'éminence médiane peuvent agir sur les terminaisons 
dopaminergiques mais pas sur les terminaisons à GnRH. 2-) que les enképhalines n'ont 
pas d'action directe sur les boutons à SOM et à GRF. 3-) que certaines terminaisons 
nerveuses à CRF sont la cible d'une action enképhalinergique. 
D'autres observations ont permis de constater qu'il existait une variation concomitante 
des enképhalines et de l'E-24.11 dans l'éminence médiane pendant la lactation. Ceci 
implique: 1-) qu'il existe une relation fonctionnelle entre l'E-24.11 et les enképhalines 
dans l'éminence médiane 2-) que les enképhalines ont une action locale au sein de l'EM 
pendant la lactation. 
Enfin, grâce à l'utilisation de ligands spécifiques, une densité importante de sites de 

liaison Il a été mise en évidence alors qu'il n'a pas été possible d'observer de sites de 

liaison de type 8. L'action locale des enképhalines dans la zone externe de l'éminence 
médiane se ferait donc, au moins en partie, par l'intermédiaire de récepteurs opioïdes de 

type Il· 
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