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INTRODUCTION

Les stéroides gonadiques régissent par l'intermédiaire d’'un rétrocontrole
cérébral, les différents événements neurochimiques contrélant la fonction de
reproduction. Celle-ci est conditionnée, chez les mammiféres, par I'équilibre
endocrinien de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, permettant I'ovulation, et
par la régulation hormonale du comportement sexuel aboutissant a I'accouplement.
Cette régulation ne résulte pas d'une action isolée et particuliere des stéroides sur le
cerveau mais représente plutdt une composante parmi la multitude des réponses
physiologiques qui peuvent étre influencées par ces hormones comme l'anxiété,
I'agressivité, le comportement alimentaire, I'apprentissage ou la mémoire.

Bien que le cerveau soit reconnu pour étre un organe cible des stéroides et que
l'induction hormonale du comportement de reproduction, qui se traduit chez les
rongeurs par la réceptivité sexuelle, soit bien établie, de nombreux mécanismes
intervenant dans cette induction ne sont pas encore démontrés. La question, de
savoir comment les hormones gonadiques peuvent agir simultanément sur plusieurs
systemes neuromodulateurs et ce a de multiples endroits du cerveau, de fagon
cohérente pour influencer les trajets nerveux et ainsi coordonner les réponses
comportementales, reste posée.

Les récepteurs des stéroides sont des facteurs de transcription qui agissent sur
le génome pour augmenter ou diminuer I'expression des génes. L’induction
hormonale du comportement de reproduction passe obligatoirement par un
changement dans I'expression des génes qui va entrainer une série d’événements
pour aboutir a une modulation de la neurotransmission chimique dans le cerveau.
Parmi les événements impliqués, qui peuvent étre influencés par les stéroides, on
peut citer des modifications dans la synthése de neuropeptides et/ou de
neurotransmetteurs ainsi que dans leur libération ou leur recapture, et/ou I'activation
de composantes postsynaptiques spécifiques telles que récepteurs, seconds
messagers et/ou enzymes qui peuvent changer la réponse synaptique. Ces
mécanismes peuvent étre mieux compris en précisant au moyen de techniques
neuroanatomiques et plus particulierement de marquages immunocytochimiques
multiples, la nature chimique du contenu cellulaire des neurones cibles des
stéroides.



Le noyau ventrolatéral (VL) hypothalamique chez le cobaye est une région trés
intéressante puisqu’elle renferme de nombreux récepteurs de l'cestradiol (RE ;
Warembourg, 1977 ; Warembourg et al., 1989 ; Blaustein et Turcotte, 1989) et de la
progestérone (RP ; Warembourg, 1978 a ; Warembourg et al., 1986 ; Blaustein et al.,
1988 ; DonCarlos et al., 1989), et qu’'elle joue un role clé dans la réceptivité sexuelle
(Morin et Feder, 1974 ; Delville et Blaustein, 1991). Le présent travail utilise des
techniques immunocytochimiques et de tragage axonal pour caractériser dans cette
région, le contenu neurochimique des cellules contenant le RP et aborder I'étude de
leurs projections. Dans la littérature, pratiguement tous les systémes
neuropeptidergiques ont été impliqués, a des niveaux différents, dans le contréle de
la fonction de reproduction. Un autre participant vraisemblable a la régulation des
fonctions neuroendocrines et de la réceptivité sexuelle est le monoxyde d’azote
(NO), messager diffusible qui joue un réle important dans les communications
intercellulaires. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a trois neuropeptides,
la somatostatine (SOM), la neurotensine (NT), et la substance P (SP), et nous avons
recherché leur coexistence possible avec le RP. La synthétase du NO (NOS),
enzyme qui produit le NO, a également retenu notre attention.
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ETAT DES CONNAISSANCES

| - Le noyau ventrolatéral du cobaye: comparaison avec la région
ventrolatérale du noyau ventromédian du rat

A — Localisation, terminologie et contenu neurochimique du VL

La dénomination “ noyau ventrolatéral ” a été utilisée pour la premiére fois en
1983 par Bleier. Ce terme désigne une région hypothalamique bien individualisée
chez le cobaye. En coupe frontale, le VL s'étend de la base du cerveau en direction
du fornix (Fig. 1). Dans ses deux tiers antérieurs, il est situé de part et d'autre du
noyau arqué et borde latéralement le noyau ventromédian et I'aire hypothalamique
latérale (Fig 1). Postérieurement, ce noyau est plus compact et occupe une position
plus basale. Le VL est I'équivalent anatomique d’une région non individualisée chez
le rat qui correspond a la région ventrolatérale du noyau ventromédian (VMvl).

Dans le VL, la présence de SP (Gallagher et al., 1992), de NT (Warembourg
et Jolivet, 1994), d'enképhalines (Olster et Blaustein, 1990 b), de NOS (Warembourg
et al., 1999), et de récepteurs stéroidiens, en particulier, le RP (Warembourg, 1978
a; Warembourg et al., 1986) et le RE (Warembourg, 1977 ; Warembourg et al.,
1989) a été mise en évidence.

B — Connexions du VL chez le cobaye

Les connexions du VL du cobaye ont été examinées de fagon détaillée au
moyen de techniques radioautographiques, basées sur linjection d’acides aminés
tritiés (Anderson et Shen, 1980 ; Shen, 1983) ou de techniques de transport axonal
utilisant soit un traceur fluorescent a transport axonal rétrograde, le Fluorogold (FG ;
Delville et Blaustein, 1993 ; Ricciardi et Blaustein, 1994) soit un traceur axonal
antérograde, la leucoagglutinine de Phaseolus vulgaris (Staiger et Nurnberger,
1991 ; Ricciardi et al., 1996 ; Turcotte et Blaustein, 1999).

Le VL établit des relations privilégiées et réciproques avec des structures
télencéphaliques, diencéphaliques et mésencéphaliques (Fig. 2).



Fig. 1. Schéma d'une section frontale du cerveau chez le cobaye montrant la
localisation du noyau ventrolatéral hypothalamique (en rouge). Am: amygdale; AR:
noyau arqué; CA: corne d'Ammon; CC: corps calleux; ci: capsule interne; cpu:
caudate putamen; f. fornix; LA: aire hypothalamique latérale; mt: tractus mamillo-
thalamique; ot: tractus optique; Pa: noyau paraventriculaire; Th: thalamus; 3V:
troisieme ventricule; VL. noyau ventrolatéral; Vla: ventricule latéral; Vm: noyau
ventromédian.






Fig. 2: Schémas de sections frontales a travers le cerveau du cobaye représentant
les efférences (fleches bleues) et les relations réciproques (fleches rouges) du VL
avec des régions de aire préoptique, de 'hypothalamus et du mésencéphale. BB :
bandelettes diagonales de Broca ; co: chiasma optique; ca: commissure antérieure; f:
fornix; dpcs: décussation du pédoncule cérébral supérieure; NPM : noyau préoptique
médian; ST. noyau de la strie terminale; SL: septum latéral; AHA: aire
hypothalamique antérieure ; PV : noyau paraventriculaire ; VL : noyau ventrolatéral ;
Ce: noyau central de I'amygdale; Ct: noyau cortical de 'amygdale; Ba: noyau basal de
lamygdale; Me: noyau médian de I'amygdale; SGPM: substance grise
périventriculaire mésencéphalique.
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1) Efférences du VL (Fig. 2)

- vers les structures télencéphaliques

Quelques fibres, en provenance de neurones du VL, sont observées dans la
région ventrale du septum latéral, le noyau septo-hypothalamique et les bandelettes
diagonales de Broca (Shen, 1983). De nombreuses cellules du VL se projettent vers
le noyau du lit de la strie terminale tandis que I'amygdale regoit de rares terminaisons
dans le noyau cortical, la région ventrolatérale du noyau basal, le noyau médian, et
autour du noyau central (Ricciardi et Blaustein, 1994 ; Ricciardi et al., 1996 ; Turcotte
et Blaustein, 1999).

- vers les structures diencéphaliques

Des axones, émis par des neurones du VL, sont observés dans le noyau
préoptique médian, l'aire préoptique médiane et l'aire préoptique latérale (Shen,
1983 ; Ricciardi et Blaustein, 1994 ; Turcotte et Blaustein, 1999). Les cellules du VL
se projettent plus massivement vers l'aire hypothalamique antérieure que vers l'aire
hypothalamique latérale (Shen 1983). Le noyau paraventriculaire regoit quelques
efférences en particulier dans ses subdivisions parvocellulaires antéro-ventrale et
médiane. Les neurones du VL émettent un plus grand nhombre de terminaisons vers
la région rostrale du noyau ventromédian que vers I'hypothalamus dorso-médian et
postérieur. Quelques terminaisons et varicosités sont observées au niveau de la
région caudale du noyau ventromédian, du noyau mamillaire médian et dans les
deux tiers antérieurs du noyau arqué (Turcotte et Blaustein, 1999).

- vers le mésencéphale

Les neurones du VL innervent massivement les divisions dorsale, latérale et
ventrolatérale de la substance grise périventriculaire mésencéphalique (Shen, 1983;
Ricciardi et Blaustein, 1994) mais se projettent plus rarement vers le colliculus
superieur et le tractus tegmental central. Quelques terminaisons sont détectées au
niveau du tractus tegmental latéral (Ricciardi et al., 1996; Turcotte et Blaustein,
1999).
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2) Afferences au VL (Fig. 2)

- Afférences télencéphaliques

Le VL est richement innervé par les axones de neurones appartenant au
septum latéral et médian et de neurones localisés dans la région rostrale des
bandelettes diagonales de Broca (Staiger et Nurnberger, 1991). Le VL est la cible de
nombreuses afférences provenant de cellules de la subdivision latérale du noyau du
lit de la strie terminale, du noyau médian de I'amygdale et de l'aire amygdalo-
hippocampique (Delville et Blaustein, 1993).

- Afférences diencéphaliques

Le VL recoit des afférences de cellules situées dans le noyau préoptique
médian, l'aire préoptique latérale et l'aire préoptique médiane, en particulier des
neurones bordant l'aire préoptique latérale (Anderson et Shen, 1980). Il est
également innervé par quelques fibres en provenance de l'aire hypothalamique
antérieure et de la subdivision parvoceliulaire du noyau paraventriculaire ainsi que
par des projections de neurones de I'’hypothalamus postérieur et du noyau
prémamillaire ventraI'(Derille et Blaustein, 1993).

- Afférences mésencéphaliques

Des fibres provenant de neurones de la substance grise périventriculaire
mésencéphalique et de quelques cellules du noyau du raphé sont mises en évidence
dans le VL (Delville et Blaustein, 1993).

3) Comparaison avec les projections du VMvI chez le rat

Les relations réciproques entre le VMvl et des régions télencéphaliques,
diencéphaliques et mésencéphaliques ont été étudiées en détail au moyen de
techniques radioautographiques (Conrad et Pfaff, 1976 a, b ; Saper et al., 1976 ;
Swanson, 1976 ; Krieger et al., 1979) et de techniques de transport axonal mettant
en jeu des traceurs fluorescents (DonCarlos et Morrell, 1990 ; Akesson et al., 1994),
la leucoagglutinine de Phaseolus vulgaris (Canteras et al., 1994) ou la peroxydase
du raifort (McBride et Sutin, 1977; Ter Horst et Luiten, 1987 ; Fahrbach et al., 1989 ;
Li et al., 1991). Des structures télencéphaliques, notamment le septum médian, le
noyau du lit de la strie terminale, le noyau médian de I'amygdale, mais aussi des
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structures diencéphaliques comme l'aire préoptique médiane, l'aire hypothalamique
antérieure, le noyau paraventriculaire, le noyau prémamillaire ventral, ainsi que des
structures mésencéphaliques, regoivent des efférences de neurones localisés dans
le VMvI (Saper et al.,, 1976 ; Krieger et al., 1979 ; DonCarlos et Morrell, 1990 ;
Akesson et al., 1994 ; Canteras et al., 1994). Les afférences au VMvI proviennent
des mémes régions télencéphaliques (Conrad et Pfaff, 1976 a; Swanson, 1976;
McBride et Sutin, 1977), diencéphaliques (Conrad et Pfaff, 1976 b; Ter Horst et
Luiten, 1987; Fahrbach et al., 1989), ou mésencéphaliques (Li et al., 1991). Le VMvI
et le VL établissent donc des relations réciproques avec des régions cérébrales
similaires, ce qui laisse supposer qu’ils ont des actions physiologiques analogues.

Il - Récepteurs des aestrogénes et récepteurs de la progestérone

A — Structure des récepteurs et techniques utilisées pour leur
détection

1) Structure du RE et du RP

Toutes les protéines appartenant a la famille des récepteurs stéroidiens
possédent une structure commune composée de différents domaines fonctionnels
(Krust et al., 1986). Les régions A/B situées du c6té N-terminal, variables selon le
recepteur, permettent sa dimérisation (Fig. 3). La région C, dont la composition est la
plus constante parmi les récepteurs des stéroides gonadiques, assure la liaison du
récepteur & 'ADN (Fig. 3). Elle est suivie par la région D qui permet I'adressage
nucléaire des récepteurs (Fig. 3). Les domaines E/F situés du cété C-terminal sont
impliqués dans la liaison a I'hormone (Fig. 3). A ce jour, deux formes d'’ARNm du RE,
codées par des génes différents, sont connues: 'ARNm du REq, considéré comme
la forme « classique » du RE, code une protéine constituée de 600 acides aminés, et
FARNm du REB, isolé a partir de la prostate (Kuiper et al., 1996), code une protéine
constituée de 485 acides aminés. Les deux protéines présentent de fortes
homologies en particulier dans la région du RE liant I'ADN, et celle permettant la
liaison du ligand (Kuiper et al., 1996). Le RP est une protéine de 930 acides aminés
(Loosfelt et al., 1986).
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Fig. 3: Comparaison schématique de la structure des récepteurs stéroidiens
humains. Les valeurs indiquées donnent le pourcentage d’homologie en acides
aminés des différents domaines par rapport au récepteur des glucocorticoides. RG :
récepteur des glucocorticoides ; RM : récepteur des minéralocorticoides; REa :
récepteur o des cestrogenes ; REP : récepteur B des cestrogénes ; RP : récepteur de
la progestérone. D’aprés Evans RM, Science 240 : 889-895, 1988.



2) Techniques utilisées pour I'étude des récepteurs stéroidiens

Les travaux effectués dans le domaine de la biochimie sur les RE (Eisenfeld,
1967 ; Kato et Villee, 1967) et les RP (Whalen et Luttge, 1971) ont établi la nature
protéique et la localisation intracellulaire des récepteurs, et envisagé I'hypothése de
la translocation nucléaire du récepteur stéroidien cytoplasmique aprés interaction
avec son ligand. Puis, les premiéres localisations radioautographiques des cellules
contenant le RE (Stumpf, 1968; Warembourg, 1970) et des cellules contenant le RP
(Sar et Stumpf, 1973 ; Warembourg, 1978 a, b) ont été réalisées dans le systéme
nerveux central des rongeurs sur du tissu non-fixé aprés injection de I'hormone
radioactive. Ces techniques radioautographiques, qui révélent le complexe hormone
—ligand, ont montré une localisation nucléaire des récepteurs mais ne mettent pas en
évidence la nature du produit détecté et il ne faut pas oublier que le traceur peut étre
métabolisé. Dans les années 1984-1986, le développement d'anticorps contre le RE
et le RP, a permis l'utilisation des techniques immunocytochimiques qui ont confirmé
la localisation essentiellement nucléaire des récepteurs stéroidiens dans différents
organes cibles tels que I'utérus (King et Greene, 1984 ; Perrot-Applanat et al., 1985)
et le cerveau (Warembourg et al., 1986). Les techniques immunocytochimiques,
réalisées sur tissu fixé, ont rendu possible des recherches sur la coexistence dans
les mémes neurones d'un récepteur avec un neuromodulateur ou un
neurotransmetteur. Des études par hybridation in situ ont ensuite été réalisées
(Romano et al., 1989 b, Lauber et al., 1990; Simerly et al., 1990) aprés l'isolement
des ARNm du RE et du RP. Aprés liaison a 'hormone, les récepteurs des stéroides
gonadiques subissent des changements conformationnels, conduisant a leur
dimérisation et a leur liaison a 'ADN au niveau de génes cibles ou ils constituent des
facteurs de transcription (Beato et al., 1995).

B - Localisation du RE dans le cerveau

Les cellules contenant le RE ont été localisées par radioautographie dans le
télencéphale (septum latéral, amygdale, noyau du lit de la strie terminale,
hippocampe), I'aire préoptique (noyau préoptique médian, aire préoptique médiane,
noyau supraoptique, région périventriculaire), et [I'hypothalamus (région
hypothalamique périventriculaire, noyau paraventriculaire, noyau arqué, VL, noyau
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prémamillaire ventral) chez le cobaye (Warembourg, 1977) et chez d’autres rongeurs
(Pfaff, 1968 ; Stumpf, 1968 ; Warembourg, 1970 ; Pfaff et Keiner, 1973). Les études
immunocytochimiques chez le cobaye donnent une distribution du RE similaire a
celle précédemment obtenue (Warembourg et al.,, 1989 ; Blaustein et Turcotte,
1989 ; DonCarlos et al., 1991). Des cellules immunoréactives (IR) pour le RE ont
aussi été localisées dans la substance grise périventriculaire mésencéphalique
(DonCarlos et al.,, 1991 ; Turcotte et Blaustein, 1993). Les structures cérébrales
contenant des cellules IR-RE chez le rat, a I'exception du noyau supraoptique,
(Cintra et al., 1986 ; Axelson et Van Leeuwen, 1990) ou 'ARNm du RE (Simerly et
al., 1990) sont identiques a celles décrites chez le cobaye. Les ARNm du REa et du
REB sont mis en évidence dans les mémes proportions dans l'aire préoptique
médiane et périventriculaire, dans les noyaux dorsomédian et prémamillaire
(Shugrue et al., 1997 ; Laflamme et al., 1998). Le REa est exprimé en plus grande
quantité que le REpB dans le noyau périventriculaire hypothalamique et dans le noyau
arqué (Shugrue et al., 1997 ; Laflamme et al., 1998). Il n'est pas exprimé dans les
noyaux paraventriculaire et supraoptique ot '’ARNm du REp est détecté, mais est le
seul synthétisé dans le VMNvI (Shugrue et al., 1997 ; Laflamme et al., 1998).

C - Localisation du RP dans le cerveau

Chez le cobaye (Warembourg, 1978 a), des cellules cibles de la progestérone
ont été localisées, par radioautographie, dans l'aire préoptique (noyau préoptique
médian, region préoptique périventriculaire, aire préoptique médiane), et
I'hypothalamus (noyau arqué, VL, région périventriculaire du noyau paraventriculaire,
région hypothalamique périventriculaire, noyau prémamillaire ventral). Le VL est la
structure qui concentre le plus de RP. L'immunocytochimie confirme et précise cette
distribution chez le cobaye (Warembourg et al., 1986 ; Blaustein et al., 1988 ;
DonCarlos et al.,, 1989) qui est superposable a celle décrite chez le rat (Sar et
Stumpf, 1973 ; Warembourg, 1978 b). Des cellules IR-RP sont observées dans la
substance grise périventriculaire mésencéphalique (Turcotte et Blaustein, 1993).
L’hybridation in situ démontre une localisation des ARNm du RP identique a celle des
cellules IR-RP dans les régions diencéphaliques précédemment citées (Romano et
al., 1989 b ; Hagihara et al. 1992).

Dans l'aire préoptique et I'hypothalamus, la localisation des neurones IR-RE
est identique a celle des neurones IR-RP, et il a été démontré que toutes les cellules
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IR-RP possédent des RE (Warembourg et al., 1989 ; Blaustein et Turcotte, 1989).
Par contre, le septum, I'hippocampe, le noyau du lit de la strie terminale, I'amygdale
et I'organe subfornical ne contiennent que des RE.

D — Régulation et rdles physiologiques des récepteurs stéroidiens

1) Régulation du RE

Un traitement oestrogénique tend a réduire le taux dARNm du RE dans
I'hypothalamus médio-basal du rat femelle (Lauber et al., 1990 ; Simerly et Young,
1991) ce qui peut expliquer la diminution de I'immunoréactivité associée au RE chez
le cobaye femelle aprés traitement cestrogénique (Warembourg et al., 1989). Par
contre, le taux d’ARNm du RE dans I'hypothalamus du rat méle n'est pas
significativement modifié par l'injection d’cestrogénes (Lauber et al., 1991). L'injection
de progestérone diminue spécifiquement la quantit¢é de RE dans le noyau
ventromédian du rat (Brown et MacLusky, 1994) et du singe (Bethea et al., 1996). De
méme, un traitement androgénique diminue le nombre de RE dans le noyau
ventromédian du rat femelle (Brown et al., 1994) et le taux ¢ARNm du RE dans le
noyau préoptique médian et le noyau du lit de la strie terminale chez le rat méle
(Lisciotto et Morrell, 1993).

2) Régulation du RP

L’injection d’cestradiol pendant 5 jours consécutifs augmente significativement
la quantité de RP dans I'hypothalamus du rat (Kato et Onouchi, 1977 ; Moguilewsky
et Raynaud, 1977) et du cobaye (Blaustein et Feder, 1979) ovariectomisés.
L'induction du RP par les cestrogénes est fonction de la dose d’cestrogénes injectée
(Kato, 1978). Elle est bloquée par I'injection d’'un antagoniste du RE, le CI-628 (Roy
et al., 1979). Le traitement cestrogénique est donc indispensable pour détecter le RP
chez des animaux ovariectomisés. L’hybridation in situ a confirmé I'augmentation du
taux d’/ARNm du RP sous l'effet des cestrogénes dans I'hypothalamus du cobaye
(Bayliss et Millhorn, 1991) et du rat (Pfaff, 1989 ; Romano et al., 1989 b). Une
injection de progestérone, 24 H avant le sacrifice de cobayes ovariectomisés soumis
aux cestrogénes, diminue le nombre de cellules IR-RP dans l'aire préoptique et le
noyau arqué (Blaustein et Turcotte, 1990), tandis que 6 H avant le sacrifice, elle
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augmente le nombre de cellules IR-RP dans ['aire préoptique, le VL et le noyau
arque (DonCarlos et al., 1989). Ces effets opposés semblent résulter de la durée
d’action de la progestérone.

Des différences dans le nhombre de RP apparaissent entre méles et femelles
aussi bien chez le rat que chez le cobaye dans l'aire préoptique (Rainbow et al.,
1982 b; Thornton et al., 1989) et 'hypothalamus médio-basal (Blaustein et al., 1980;
Brown et al., 1987 a, 1996; Olster et Blaustein, 1990 a).

3) Réles des récepteurs stéroidiens

Les stéroides gonadiques agissent via leurs récepteurs sur la reproduction en
modulant, d'une part, les fonctions neuroendocrines, et d'autre part, le comportement
sexuel.

a) La sécrétion gonadotrope

Les stéroides gonadiques contrélent I'axe hypothalamo- hypophyso-
gonadique et régissent le déclenchement de I'ovulation en modulant la sécrétion
d’'une neurohormone, la gonadolibérine (GnRH) qui agit sur les cellules de
I'adénohypophyse afin de synchroniser la libération de I'hormone lutéinisante (LH) et
de 'hormone folliculo-stimulante (FSH) (Fig. 4).

La sécrétion de GnRH est dépendante des taux d'cestrogénes et de
progestérone durant le cycle cestrien qui a une durée de 15 a 16 jours chez le
cobaye (Fig. 4; Croix et Franchimont, 1975). L’élévation du taux d’cestradiol sérique
au cours du procestrus provoque I'apparition d’'une pic de LH permettant 'ovulation
(Fig. 4). Les mécanismes par lesquels les stéroides induisent la libération de GhRH
ne sont pas encore tous élucidés, mais I'action des hormones gonadiques sur la
GnRH semble indirecte car l'immunocytochimie a démontré I'absence de RE et de
RP dans la plupart des cellules 8 GnRH chez le rat (Shivers et al., 1984 ; Herbison et
Théodosis, 1992), le cobaye (Watson et al., 1992), la brebis (Herbison et al., 1993 ;
Lehman et Karsch, 1993), le singe (Herbison et al., 1995 ; Sullivan et al., 1995) et le
vison (Warembourg et al., 1998). L'action des stéroides sexuels sur la GnRH
passerait donc par l'intermédiaire d’interneurones, bien que trés récemment, la
présence de cellules {R-REa contenant de la GnRH ait été mise en évidence dans
I'aire préoptique du rat (Butler et al., 1999).
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b) La réceptivité sexuelle

La réceptivité sexuelle femelle est caractérisée chez les rongeurs par le
réflexe de lordose qui se traduit par une élévation du museau, une dorsiflexion et une
extension des pattes postérieures. Le VL du cobaye femelle semble particulierement
impliqué dans ce comportement puisque sa lésion abolit la mise en place du réflexe
(Goy et Phcenix, 1963) alors que l'implantation d’cestradiol dans le VL (Morin et
Feder, 1974) induit 'apparition de la lordose. De plus, l'injection de progestérone
chez des cobayes ovariectomisés ayant subi des implantations d'cestradiol dans le
VL, facilite la réceptivité sexuelle en augmentant le nombre et la durée des
dorsiflexions (Delville et Blaustein, 1991). Par contre, l'injection simultanée
d’cestrogenes et de progestérone supprime la lordose chez le cobaye (Zucker, 1967).
La progestérone posséde donc un effet biphasique sur la réceptivité sexuelle,
d'abord stimulateur puis inhibiteur, en fonction du temps entre son administration et
celle des cestrogenes. Aprés la période durant laquelle la progestérone facilite le

réflexe survient une période dite “réfractaire ”, pendant laquelle le taux des RP
hypothalamiques diminue (Blaustein, 1982) aboutissant a I'altération de la lordose
(Feder et Marrone, 1977 ; Morin, 1977).

Des résultats similaires sont observés chez le rat qui posséde un dicestrus
plus court que celui du cobaye. La lésion de I'hypothalamus ventromédian provoque
en effet une suppression de la lordose (Kennedy, 1964 ; Pfaff et Sakuma, 1979 a),
alors que la stimulation électrique de cette région facilite la réceptivité sexuelle (Pfaff
et Sakuma, 1979 b). La lordose peut étre induite par I'implantation d’cestradiol dans
le VMvI (Lisk, 1962 ; Barfield et Chen, 1977) et facilitée par la progestérone (Rubin et
Barfield, 1983 a, b; Mathews et Edwards, 1977). L’injection de progestérone
simultanément a celle d’'cestradiol, supprime la réceptivité sexuelle (Blaustein et
Wade, 1977). Satou et Yamanouchi (1996) ont démontré I'existence d'un effet
stimulateur ou inhibiteur de la progestérone sur la lordose en fonction du temps entre
son injection et celle des cestrogénes chez des rates ovariectomisées. Ces résultats
suggerent que des analogies fonctionnelles entre les neurones du VMvI et du VL,
responsables de la lordose, doivent exister.

Les stéroides gonadiques contrlent I'expression génique de facteurs
chimiques assurant le déroulement de la lordose puisque celle-ci est bloquée par
I'application intracérébrale d’inhibiteurs de la synthése protéique (Whalen et al.,
1974 ; Rainbow et al., 1982 a ; Meisel et Pfaff, 1984, 1985).
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La facilitation de la lordose par la progestérone est bloquée d'une part par
Finjection du RU 38486, un inhibiteur compétitif de la progestérone (Brown et al.,
1987 b) et d’autre part, par I'injection intracérébroventriculaire (Mani et al., 1994 a) ou
intrahypothalamique (Pollio et al.,, 1993 ; Ogawa et al.,, 1994) d’oligonucléotides
antisens de 'ARNm du RP. La réceptivité sexuelle femelle est également étroitement
dépendante de la présence de RE fonctionnels puisque l'injection d’un antagoniste
du RE chez le rat (Powers, 1975; Arai et Gorski,1986) et la suppression du géne du
RE chez la souris (Ogawa et al., 1996), diminuent le réflexe de lordose.

Chez des rats males castrés, la lordose peut étre induite par I'implantation
d’cestradiol dans le noyau ventromédian (Davis et Barfield, 1979 ; Yamanouchi et
Arai, 1985).

Il - La somatostatine, la neurotensine et la substance P
A -La SOM

1) Le neuropeptide et ses roles biologiques

La SOM est un peptide, appartenant a la famille des facteurs de sécrétion, qui
existe sous plusieurs formes moléculaires: une forme constituée de 14 acides
aminés, isolée a partir d'extraits hypothalamiques chez le mouton (Brazeau et
al.,1972), une forme de 25 acides aminés (Bohlen et al., 1980) et une forme de 28
acides aminés (Praydayrol et al., 1980) qui sont des extensions N-terminale de la
forme 14. L'ARNm de ces différentes formes de SOM est codé par un seu!l géne qui
permet la synthése d'un précurseur inactif, la préprosomatostatine (Goodman et al.,
1980).

La SOM a une action inhibitrice sur la sécrétion de I'hormone de croissance
(GH). Elle freine aussi la libération d’insuline et de glucagon, et la sécrétion
d’amylase pancréatique (Mandarino et al., 1981). Par ailleurs, la SOM inhibe, de
facon dose dépendante, la sécrétion de GnRH a partir de fragments d’hypothalamus
médio-basal (Rotsztejn et al., 1982). In vivo, la SOM est un neuromodulateur de la
neurotransmission noradrénergique (Gothert, 1980) ou dopaminergique (Chesselet
et Reisine, 1983).
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2) Localisation de la SOM dans le diencéphale

Des études de dosages radioimmunologiques montrent la présence de SOM
en grande concentration dans I'hypothalamus du rat (Brownstein et al., 1975;
Kobayashi et al., 1977). Dans la plupart des études immunocytochimiques ou la
présence de neuropeptides est recherchée dans les péricaryons, les animaux sont
traités par la colchicine, un alcaloide qui interrompt le transport axonal en se liant a la
tubuline (Alonso, 1988). Des neurones IR-SOM sont localisés dans l'aire préoptique
(région périventriculaire, noyau suprachiasmatique) et dans I'hypothalamus (région
périventriculaire, aire hypothalamique antérieure, noyau paraventriculaire, étendue
rostro-caudale du noyau arqué, VMvl, noyau dorsomédian, aire hypothalamique
latérale) du rat colchicinisé (Finley et al., 1981 ; Kawano et al., 1982 ; Johansson et
al., 1984 ; Vincent et al., 1985). Cette localisation est confirmée par hybridation in situ
(Fitzpatrick-McElligott et al., 1988). Seule, la distribution immunocytochimique des
fibres IR-SOM est rapportée dans 'hypothalamus chez le cobaye (Hokfelt et al.,
1974).

3) Stéroides gonadiques et SOM

La gonadectomie diminue le taux ARNm de la SOM dans I'hypothalamus
des rats males (Murray et al., 1999) et des rats femelles (Werner et al., 1988 ;
Baldino et al., 1988 ; Chowen-Breed et al., 1989 ; Zorilla et al., 1990) en particulier
dans les noyaux périventriculaire et ventromédian tandis qu'un traitement par
I'cestradiol (Baldino et al., 1988 ; Senaris et al., 1992) ou par la testostérone (Werner
et al., 1988 ; Zorilla et al., 1990) 'augmente. Ces travaux montrent que la synthése
de SOM est sous la dépendance des stéroides sexuels qui exercent une action
ciblée sur des systémes neuronaux spécifiques. Les techniques de doubles
marquages immunocytochimiques révélent d’ailleurs la coexistence de la SOM avec
le récepteur des androgénes, chez le rat, dans la région périventriculaire
hypothalamique (Bingaman et al., 1994 ; Huang et Harlan, 1994 ; Herbison, 1995),
ou avec le RE dans des neurones du noyau du lit de la strie terminale (Herbison et
Theodosis, 1993) et du VMvI (Herbison, 1994).

19



B -LaNT

1) Le neuropeptide et ses réles biologiques

L'ARN de la NT code un peptide de 13 acides aminés (Kislauskis et al., 1988),
isolé a partir de I'hypothalamus du bovin (Carraway et Leeman, 1973). La NT module
la sécrétion de différents neuropeptides parmi lesquels la SOM (Sheppard et al.,
1979 ; Robbins et Landon, 1985) et la thyrolibérine (Sheppard et al., 1983).
Concernant la fonction de reproduction, la NT semble stimuler au niveau de I'aire
préoptique I'apparition du pic pré-ovulatoire de LH chez le rat (Alexander et al., 1989
b). Des appositions de boutons terminaux a NT ont été observés au contact de
cellules a GnRH (Hoffman, 1985). Par ailleurs, la NT provoque une hypotension
(Rioux et al., 1981), une hypothermie (Kalivas et al., 1985), induit I'analgésie
(Nemeroff et al., 1979) et la relaxation musculaire (Osbahr et al., 1979), et diminue la
prise alimentaire (Beck et al., 1995) et I'activité locomotrice (Kalivas et al, 1982).

2) Localisation dans le diencéphale

Des cellules IR-NT sont détectées dans laire préoptique (région
périventriculaire, noyau préoptique meédian) et dans [I'hypothalamus (région
périventriculaire, noyau paraventriculaire, aire hypothalamique latérale, région
périfornicale, noyau arqué, VL) chez le cobaye traité par la colchicine (Warembourg
et Jolivet, 1994). Kobayashi et al. (1977) démontrent, au moyen de dosages
biochimiques, la présence de NT dans les mémes structures chez le rat, alors que ni
la présence de cellules IR-NT (Uhl et al., 1979 ; Kahn et al., 1980 ; Jennes et al.,
1982) ni celle dARNm de la NT (Alexander et al., 1989 c) ne sont détectées dans le
VMvL.

3) Stéroides gonadiques et NT

Un traitement par les cestrogéenes augmente la quantit¢é d'’ARNm de la
NT/neuromédine dans l'aire préoptique (Alexander et al., 1989 a; Alexander et
Leeman, 1994) et dans la subdivision dorso-médiane du noyau arqué (Alexander,
1993) chez le rat femelle. Par contre, le méme traitement n'induit aucune
augmentation dans l'aire préoptique chez des rats males (Alexander et Leeman,
1992). L’action des stéroides gonadiques sur les cellules & NT semble directe
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puisque ce neuropeptide coexiste avec le RE dans des neurones de I'aire préoptique
rostrale du rat (Herbison et Theodosis, 1991 ; Axelson et al., 1992) ou avec le RP
dans des cellules du VL et dans quelques neurones du noyau arqué du cobaye
femelle (Warembourg et Jolivet, 1994).

C-LaSP

1) Le neuropeptide et son action sur la fonction de reproduction

La SP est un peptide de 11 acides aminés, isolé a partir du cerveau du cheval
(Von Euler et Gaddum, 1931), qui provient d’'un précurseur, la préprotachykinine
(PPT; Krause et al., 1987). Elle exerce une influence importante sur la fonction de
reproduction chez la femelle, d’'une part, en stimulant la lordose chez le cobaye
(Blaustein et al., 1991) et chez le rat (Dornan et al., 1987), et d'autre part, en
agissant selon le contexte stéroidien sur 'axe gonadotrope via une modulation de la
secretion de GnRH (Vijayan et McCann, 1979 ; Arisawa et al., 1990), de LH (Duval et
al., 1996) et de FSH (Duval et al., 1998). Des contacts ont été mis en évidence entre
les terminaisons a SP et les cellules a GnRH (Hoffman, 1985). L’administration
intracarotidienne de SP stimule la libération de GnRH chez le rat male (Walczewska
et al., 1998).

2) Localisation dans le diencéphale

Des techniques radioimmunologiques (Powell et al., 1973 ; Brownstein et al.,
1976 ; Cuello et al., 1978) ont permis de déceler la présence de SP dans laire
préoptique et I'hypothalamus du rat. Les cellules IR-SP sont mises en évidence dans
laire préoptique (noyau préoptique médian, aire préoptique latérale) et dans
I'hypothalamus (VL, région périfornicale, noyau dorsomédian, noyau prémamillaire
ventral) chez le cobaye traité par la colchicine (Gallagher et al., 1992). Elles sont
détectées dans les mémes régions chez le rat (Cuello et al., 1978, 1985 ; Ljungdahl
et al.,, 1978). Alors que dans le noyau arqué chez le rat, l'immunocytochimie ne
montre pas de corps cellulaires a SP , I'hybridation in situ révéle la présence de
'ARNm de la PPT (Romano et al., 1989 a).
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3) Stéroides gonadiques et SP

Si certains travaux ne montrent pas deffet significatif d’'un traitement
cestrogénique sur la synthése de la PPT dans I'hypothalamus chez des rats
ovariectomisés (Romano et al.,, 1989 a), d’autres études mettent en évidence une
augmentation du nombre de cellules IR-SP (Akesson, 1994) ou de FARNm de la PPT
(Brown et al., 1990 ; Priest et al., 1995). La castration réduit le nombre de cellules a
SP dans l'aire préoptique chez le hamster male ; cette diminution est supprimée par
un traitement androgénique (Swann et Newman, 1992). La synthése de SP semble
sous l'action directe des stéroides gonadiques puisque la SP coexiste avec le RP
dans des neurones du VL du cobaye (Nielsen et Blaustein, 1990 ; Olster et
Blaustein, 1992 a, b), et du noyau arqué du singe (Bethea et Widmann, 1996), et
avec le RE dans des cellules de l'aire préoptique (Okamura et al., 1994 a) et de
I'hypothalamus médio-basal (Akesson et Micevych, 1988) du rat.

IV - Le monoxyde d’azote, un messager intercellulaire
A —Les NOS

Le NO et la L-citrulline sont co-synthétisés a partir d'un substrat, la L-arginine,
via l'action d’'une enzyme, la NOS (Moncada et Higgs, 1993 ; Dawson et Snyder,
1994). Trois types de NOS ont été isolés : la NOS neuronale (Bredt et Snyder, 1990),
la NOS des macrophages (Lowenstein et al., 1992) et la NOS endothéliale (Lamas et
al., 1992). Les génes codant pour ces trois enzymes sont situés sur des
chromosomes différents chez ’homme (Marsden et al., 1993, 1994 ; Fujisawa et al.,
1994). L'activité des NOS neuronale et endothéliale exprimées de fagon constitutive,
est dépendante de la présence intracellulaire de calcium, alors que l'activité de la
NOS des macrophages, qui est inductible, est indépendante du calcium. Les NOS
nécessitent la présence de plusieurs cofacteurs parmi lesquels le nicotinamide-
adenosine-dinucléotide phosphate (NADPH) pour étre complétement actives et
permettre la formation du NO (Dawson et Snyder, 1994). En tant que messager
gazeux, le NO peut agir par voie autocrine et par voie paracrine dans de nombreuses
régulations, parmi lesquelles la régulation de la défense immunologique (Moilanen et
Vapaatalo, 1995), de la vasodilatation (Ignarro et al., 1987), des sécrétions
endocrines (Southern et al., 1990 ; Kato, 1992), et de la neurotransmission cérébrale
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(Bredt et al., 1990; Dawson et Snyder, 1994 ; Schuman et Madison, 1994). L'action
du NO s’effectue par 'intermédiaire d’'une enzyme, la guanylate cyclase, qui produit
de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc ; Garthwaite et al., 1988 ; Bredt et
Snyder, 1989 ; Knowles et al., 1989).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés exclusivement a la NOS
neuronale, qui est la NOS la plus synthétisée dans I'hypothalamus du rat (Bhat et al.,
1996).

B — Localisation de la NOS neuronale

La présence de NOS est mise en évidence a la fois dans le péricaryon et dans
les terminaisons axonales (McCann et Rettori, 1996). L'activité NADPH diaphorase
(NADPHd) constitue un marqueur histochimique des neurones produisant le NO
(Dawson et al.,, 1991 ; Hope et al.,, 1991). Les cellules NADPHd positives sont
observées chez le cobaye (Warembourg et al., 1999) dans le télencéphale
(bandelettes diagonales de Broca, noyau du lit de la strie terminale), dans l'aire
préoptique (noyau supraoptique, noyau préoptique médian, aire préoptique médiane,
noyau suprachiasmatique), et dans [I'hypothalamus médio-basal (noyau
paraventriculaire, aires hypothalamiques antérieure et latérale, région périphérique
du noyau ventromédian, VL, noyau dorsomédian, subdivision postérieure du noyau
arqué, noyau prémamillaire ventral, noyau paramamillaire) mais aucune cellule
NADPHd n'est mise en évidence dans les deux tiers antérieurs du noyau arqué.
Dans ces régions, toutes les cellules NADPHd positives sont IR-NOS. Chez le rat,
les cellules NADPHd positives sont trouvées dans les mémes régions cérébrales, a
I'exception du noyau supraoptique ou les cellules sont plus nombreuses (Bredt et al.,
1991 ; Vincent et Kimura, 1992).

C - Influence du NO sur les fonctions neuroendocrines et la lordose

Le NO, libéré par les cellules IR-NOS, stimule la sécrétion d’'une grande variété
de neuromodulateurs tels que la SOM (Aguila, 1994 ; Rettori et al.,, 1994 a), la
corticolibérine (CRH ; Karanth et al.,, 1993 ; Costa et al, 1993), la GH et la
somatolibérine (GHRH ; Rettori et al., 1994 a), et la GnRH (Moretto et al., 1993 ;
Rettori et al., 1993, 1994 b ; Lopez et al., 1997). |l peut aussi avoir un rdle inhibiteur
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dans certaines conditions physiologiques puisque I'injection intracérébroventriculaire
d'un inhibiteur de la NOS augmente la libération d’ocytocine chez des rats
déshydratés (Summy-Long et al., 1993).

Les neurones IR-GnRH et IR-NOS de I'aire préoptique sont souvent proches les
uns des autres mais aucune coexistence n'est mise en évidence (Grossman et al.,
1994 ; Bhat et al., 1995 ; Herbison et al., 1996). Dans cette région, la synthése de
NO est stéroido-dépendante (Pu et al.,, 1996) et des RE sont présents dans des
cellules IR-NOS neuronale (Okamura et al., 1994 b). De plus, l'injection d’inhibiteurs
de la NOS atténue le pic de LH induit par les stéroides (Bonavera et al., 1993). Ces
données suggérent que le NO synthétisé par les neurones de l'aire préoptique, cibles
des stéroides sexuels, stimule la sécrétion de GnRH au niveau du péricaryon.
L'injection d'oligonucléotides anti-NOS, specifiques de chacune des trois formes de
'enzyme, a permis de montrer que la sécrétion de LH est sous I'influence du NO
synthétisé non seulement par la NOS neuronale mais aussi par la NOS endothéliale
(Aguan et al., 1996). Prevot et al. (1999) ont montré que le NO produit par la NOS
endothéliale au niveau de I'éminence médiane, intervient dans la libération de la
GnRH dans les capillaires du systéme porte hypophysaire.

Les aestrogénes augmentent le taux d’ARNm de la NOS dans le VMvI chez des
rats femelles ovariectomisés (Ceccatelli et al., 1996 ; Rachman et al.,, 1998). La
coexistence du RP avec la NOS est observée dans I'aire préoptique et dans le VL du
cobaye (Warembourg et al.,, 1999) et l'activitt NADPHd est trouvée dans des
neurones |IR-RE du VMvl du rat (Okamura et al, 1994 c). Ces données
bibliographiques montrent I'importance des stéroides gonadiques sur I'activité NOS,
notamment au niveau du VL et du VMvl, ou le NO est impliqué dans la lordose
facilitée par la progestérone (Mani et al,, 1994 b, Chu et Etgen, 1997). Le NO
intervient également dans la régulation du comportement sexuel chez la souris méle
(Nelson et al., 1995) et la coexistence de la NOS avec le récepteur des androgénes
est aussi trouvée dans le noyau prémamillaire chez le rat (Yokosuka et Hayashi,
1996).
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OBJECTIFS

Les données bibliographiques prouvent I'importance du VL dans la régulation
des fonctions de reproduction et en particulier dans la réceptivité sexuelle par: 1)
son contenu en récepteurs stéroidiens ; 2) ses relations réciproques établies avec
I'aire préoptique, ou sont localisées les cellules a GnRH, et avec le mésencéphale ;
et 3) l'existence de populations neuropeptidergiques et NOergique susceptibles
d’intervenir dans la modulation du réflexe de lordose.

L’identification et la caractérisation d’'une population neuronale distincte au
sein d’'une structure du systéme nerveux central, a partir de I'étude de ses efférences
nerveuses et de son contenu immunocytochimique, permet d’accéder aux bases
nécessaires pour appréhender son intervention dans certains phénomeénes
physiologiques ou comportementaux.

La distribution hypothalamique des cellules IR-RP chez le cobaye male
n‘ayant jamais été précisée, nous l'avons déterminée et comparée a celle de la
femelle.

La SOM, est un peptide susceptible d’intervenir dans la réceptivité sexuelle.
La localisation des cellules 8 SOM n’étant pas connue dans le cerveau du cobaye,
nous avons ensuite réalisé une double réaction immunocytochimique afin, d’une part,
de déterminer la topographie des cellules IR-SOM, et d’autre part, de montrer une
coexistence éventuelle entre la SOM et le RP. Les projections vers le mésencéphale
des cellules IR-RP/SOM, mises en évidence dans le VL, ont ensuite été examinées
au moyen d'un double marquage immunofluorescent associé a une technique de
transport axonal rétrograde.

L’existence de cellules IR-RP/SP et IR-RP/NT ayant été rapportée dans le VL,
nous avons déterminé si les cellules IR-RP/SOM, IR-RP/NT et IR-RP/SP du VL
appartiennent & des populations distinctes, ou si les cellules IR-RP peuvent
synthétiser a la fois de la SOM, de la NT et de la SP, a l'aide de triples marquages
immunofluorescents faisant appel a la technique d’élution.

Comme il a été montré, en particulier chez le rat, que les cestrogénes
influencent la synthése de SOM, de NT et de SP dans des systémes neuronaux
spécifiques, il nous a semblé nécessaire d’étudier linfluence du traitement
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cestrogenique, qui permet l'induction du RP, sur I'immunoréactivité de la SOM, de la
NT et de la SP chez le cobaye femelle.

La présence d’une population IR-RP/NOS a récemment été mise en évidence
dans le VL, aussi nous avons recherché la présence de NOS dans les cellules IR-RP
du VL contenant un des trois neuropeptides précédemment étudiés au moyen d’'un
triple marquage immunofluorescent.

Afin de permettre la visualisation simultanée du RP et des neuropeptides, les
animaux doivent étre traités par les cestrogénes et par la colchicine, ce qui nous a
amené a examiner les effets de ces substances sur I'activitt NADPHd et sur la
coexistence du RP avec la NOS dans le VL.
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MATERIEL ET METHODES

| - Animaux et traitements

A — Animaux

L’ensemble des expérimentations a été réalisé sur un total de 238 cobayes
albinos (19 males et 219 femelles), pesant de 400 a 450 g, provenant de I'élevage
CEGAYV (Saint Mars d’Egrenne, France). Par souci de clarté et de précision, nous
avons choisi de spécifier le nombre d’animaux expérimentaux dans les résultats en
début de paragraphe, pour chaque recherche effectuée. Les animaux sont soumis a
un rythme de 14 H de lumiere, 10 H d’obscurité, et ont libre accés a la boisson et a la
nourriture. Toutes les expérimentations sont réalisées suivant les directives de la
Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/609/EEC).

B — Traitements

Avant toute expérimentation, les animaux sont anesthésiés par injection
intramusculaire d’'un mélange constitué de xylazine (Rompun, Bayer, 40 mg/kg) et de
kétamine (Kétalar 50, Parke Davis, 8 mg/kg). Lors du sacrifice des animaux, ces
doses d’anesthésique sont doublées.

Afin d’éliminer la production endogéne de stéroides sexuels, les animaux sont
gonadectomisés (GDX) aprés incision cutanée bilatérale, 12 a 15 jours avant leur
sacrifice. A 'exception de 13 femelles et d’'un male qui ont servi d’animaux témoins,
'ensemble des cobayes subit 'ablation des gonades.

Dans la plupart des expériences mettant en évidence le RP, les animaux GDX
regoivent une injection sous-cutanée quotidienne de 15 pg de 3-benzoate -
cestradiol (EB; Sigma, St Louis, Mo, USA) dissous dans 0,3 ml d’huile de sésame,
pendant les 5 jours précédant le sacrifice. L'EB a pour effet d’induire la synthése du
récepteur et ainsi de permettre sa visualisation par immunocytochimie. Lorsque la
durée du traitement est différente, le nombre de jours est précisé dans les résultats.
Les animaux témoins (GDX+huile) sont des cobayes GDX qui regoivent un
traitement équivalent en huile de sésame mais sans EB.
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Afin d’obtenir une localisation neuronale cytoplasmique des neuropeptides, les
animaux regoivent 40 pg de colchicine (Sigma) dans 8 ul de sérum physiologique ,
25 H avant le sacrifice, par injection unilatérale dans le ventricule latéral suivant les
coordonnées stéréotaxiques de I'atlas de Poulain (1974) :

-sens antéro-postérieur : 11,8 mm en avant de I'axe interauriculaire.

-sens latéral: 1,7 - 1,8 mm a partir du plan sagittal séparant les deux
hémisphéres cérébraux

-profondeur : 3 - 3,5 mm sous la surface du cerveau évaluée a partir de la
dure mere.

Il - Préparation du tissu et réalisation des sections
A - Fixation et dissection

Le tissu cérébral est fixé par perfusion intracardiaque. L'animal est maintenu en
décubitus dorsal. Aprés dissection de la cage thoracique, une canule reliée a une
pompe péristaltique (Cole—Parmer Instrument Co, Chicago, I, USA) est introduite
dans 'aorte ascendante. Le passage d’environ 100 mi de sérum physiologique (NaCl
0,9 %) hépariné permet d’éliminer le sang des vaisseaux. Six cents ml d’'un mélange
de tampon phosphate 0,1M pH 7,4 contenant 4 % de paraformaldéhyde et 15 %
d’acide picrique saturé a 4° C sont ensuite injectés pendant environ 35 min. L'animal
est décapité et le cerveau est délicatement disséqué. Les régions cérébrales
correspondant a l'aire préoptique, I'hypothalamus médio-basal ou le mésencéphale
sont prélevées.

B — Post-fixation, cryoprotection et congélation du tissu

Les piéces de tissu sont post-fixées 4 a 6 H a 4° C dans le méme fixateur puis
immergées dans du tampon phosphate 0,1M pH 7,4 contenant 15 % de saccharose,
pendant une nuit a 4° C, afin d’assurer la cryoprotection. Elles sont ensuite incluses
dans du Tissue Tek (O.C.T. Compound, Miles Inc, Elkhart, In, USA) et congelées par
immersion dans de l'isopentane refroidi par I'azote liquide. Aprés congélation, elles
peuvent étre stockées a — 80° C jusqu'a leur utilisation ou immédiatement
sectionnées.
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C - Réalisation des sections

1) Coupes au cryostat

A I'exception des prélévements contenant l'aire préoptique et I'hypothalamus
de 36 cobayes et de tous les prélévements mésencéphaliques, le tissu cérébral est
débité en coupes frontales de 16 pym d’épaisseur au moyen d'un cryostat (2800
Frigocut E, Reichert-dung) a — 20° C. Les coupes sériées sont récupérées sur des
lames gélatinées (10 g/l de gélatine pulvérisée ; 1 g/l d’'alun de chrome). Elles sont
ensuite incubées ou stockées a — 80° C jusqu’a leur utilisation. Ces coupes sont
utilisées pour toutes les techniques immunocytochimiques exposées dans le
paragraphe Il et pour I'histochimie NADPHd décrite dans le paragraphe V.

2) Coupes au microtome a congélation

Les prélévements diencéphaliques (36), non découpés au cryostat, et
mésencéphaliques, sont fixés a l'aide de Tissue Tek sur la platine d’'un microtome a
congélation a glissiére (Kryomat 1700, Leitz). Des coupes frontales de 60 pym sont
réalisées a travers I'étendue rostro-caudale du diencéphale ou du mésencéphale.
Toutes les sections sont recueillies dans du tampon phosphate salin 0,01M pH 7,4
(PBS). Les coupes mésencéphaliques sont étalées sur des lames gélatinées et
mises a sécher a I'obscurité, tandis que les autres sections subissent I'histochimie
NADPHd (paragraphe V).

Il - Techniques immunocytochimiques

Toutes les expériences décrites dans ce chapitre sont réalisées sur des
coupes au cryostat.
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A — Immunsérums

1) Anticorps primaires

Les caractéristiques (origine, provenance et dilution) des anticorps primaires
utilisés sont présentées dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Anticorps primaires utilisés dans nos études

Anticorps primaires Origine Provenance Dilution utilisée
anti-RP (let 126) souris INSERM U 135, 1,5 pg/mi
Le Kremlin-Bicétre
(Pr. Milgrom)
anti-SOM lapin Peninsula 1:750
(IHC 8001) (Belmont, CA, USA)
anti-NT lapin Peninsula 1:400
(IHC 7351)
anti-SP lapin Chemicon 1:400
(AB 1977) (Temecula, CA, USA)
anti-NOS mouton Chemicon 1:1500
(AB 1529)

L'anticorps anti-RP utilisé est un anticorps monoclonal gracieusement fourni
par I'équipe du Pr. Milgrom (INSERM U 135, Le Kremlin-Bicétre). Les caractéristiques
et spécificités de cet anticorps ont été précédemment publiées (Logeat et al., 1983,
1985 ; Loosfelt et al., 1984 ; Lorenzo et al., 1988). Les anticorps anti-neuropeptides et
anti-NOS utilisés sont des anticorps polyclonaux commerciaux. Les caractéristiques et
spécificités des anticorps anti-neuropeptides sont précisées sur les fiches techniques
des fournisseurs ; celles de I'anticorps anti-NOS ont été déterminées par Anderson et
al. (1995).

2) Anticorps secondaires

Les caractéristiques (origine, provenance et dilution) des anticorps
secondaires et des systémes d’amplification utilisés sont exposées dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Anticorps secondaires et systémes d’amplification

Anticorps secondaires et Origine Provenance Dilution

systémes d’amplification utilisée
Ig anti-souris biotinylées mouton  Amersham (Les Ulis, France) 1:200

ane Jackson (West Grove, PA, USA) 1:200
lg anti-souris lapin Dako (Trappes, France) 1:80
1g anti-lapin liées a ane Amersham 1:50
I'isothiocyanate de fluoresceine
(FITC)
Ig anti-lapin liées a I'acide ane Jackson 1:200
alpha-methyl coumarique
(AMCA)
Ig anti-lapin biotinylées ane Amersham 1:200
Ig anti-mouton liées au FITC ane Jackson ' 1:200
Streptavidine-peroxydase Amersham 1:100
Streptavidine Texas red Amersham/Jackson 1:200
Systéme peroxydase-anti souris Dako 1:80
peroxydase
B - Etapes communes a toutes les réactions

immunocytochimiques

Les lames sont décongelées a température ambiante (TA) pendant environ 30
min avant la premiére incubation. Les anticorps primaires sont dilués dans du PBS
contenant 0,3 % de Triton X100, et les anticorps secondaires sont dilués dans du
PBS. Les incubations sont réalisées a 4°C en atmosphére humide.

Lors des simples marquages immunocytochimiques, 10 % de sérum pré-
immun de l'espéce ayant produit I'anticorps secondaire sont ajoutés au mélange de
PBS contenant I'anticorps primaire pour saturer les sites de liaison non-spécifiques.

Pour les doubles marquages immunocytochimiques, un mélange de PBS
contenant 10 % de sérum normal de mouton et 10 % de sérum normal d’ane est
déposé pendant 30 min a TA, avant lincubation des anticorps primaires, afin
d’atténuer le marquage non-spécifique.

31



Entre chaque incubation, les sections sont rincées dans du PBS (3 bains de
10 min).

C - Simples réactions immunocytochimiques

1) Détection du RP

Les sections sont incubées dans I'anticorps anti-RP pendant environ 72 H.
Elles sont ensuite incubées dans des Ig de mouton anti-souris biotinylées pendant 1
H a TA, puis dans la streptavidine liée a la peroxydase pendant 1 H a TA.
L'immunoréactivité associée au RP est révélée avec la diaminobenzidine (DAB ;
Sigma) intensifiée au nickel imidazole. Pour cela, les sections lavées dans du
tampon acétate imidazole (175mM d’acétate de sodium, 10mM d'imidazole, pH 7,2)
pendant 10 min, sont laissées dans une solution chromogéne (125mM d’acétate de
sodium, 100mM de sulfate de nickel, 10mM d’imidazole, pH 6,2), contenant 0,05 %
de DAB et 0,033 % de H,O, pendant 10 a 15 min a TA. La réaction est ensuite
arrétée dans le tampon acétate imidazole, les coupes sont déshydratées et montées
dans de I'Eukitt (O. Kindler GmBH & Co, Freiburg, Allemagne).

2) Détection des neuropeptides (SOM, NT ou SP)

Les sections sont incubées avec I'anticorps anti-SOM, anti-NT ou anti-SP (cf
Tableau 1) pendant environ 72 H. L'immunoréactivité neuropeptidergique est mise
en évidence en laissant les sections dans des Ig d’ane anti-lapin liées au FITC 1 H a
4° C. Les coupes sont recouvertes d’'une lamelle avec un mélange de glycérol a 98
%/PBS (3 v: 1v) contenant 0,1 % de p-phenylénediamine pour diminuer le “ fading ”
lors de I'observation.

D — Détection du RP et de la SOM

Les sections sont incubées avec I'anticorps anti-RP et I'anticorps anti-SOM (cf
Tableau 1) pendant 72 H. Les immunoréactivités sont détectées par incubation des
coupes dans des Ig d’ane anti-lapin liées au FITC pendant 1 H & 4°C, puis dans des
lg de mouton anti-souris biotinylées pendant 1 H 30 a 4°C suivies par la streptavidine
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lit¢e au Texas red pendant 1 H a 4° C. Les sections sont montées comme
précédemment.

E — Triples réactions immunocytochimiques

1) Marquage du RP et de deux neuropeptides, nécessitant I'utilisation

d’une élution

La mise en évidence de plusieurs antigénes différents dans une méme
structure par des réactions immunocytochimiques successives utilisant des anticorps
primaires produits dans la méme espéce, donne lieu a des réactions croisées entre
les difféerents anticorps secondaires qui rendent impossible [linterprétation des
marquages. Il faut donc supprimer le complexe immunologique précédemment formé
entre les marquages successifs. Dans nos expériences, le RP et un premier
neuropeptide sont mis en évidence, puis les résultats sont photographiés. Les
coupes subissent alors le traitement d’élution des anticorps fixés et une troisiéme
réaction immunocytochimique est effectuée pour révéler le second neuropeptide.

Quatre séries d'expériences ont été entreprises permettant la détection des
cellules IR-RP/SOM/NT, IR-RP/NT/SOM , IR-RP/SP/SOM et IR-RP/SP/NT.

a) Détection des cellules IR-RP/SOM/NT

Les sections sont incubées dans l'anticorps anti-RP et I'anticorps anti-SOM
pendant 72 H. Les immunoréactivités sont mises en évidence comme au paragraphe
D. Les cellules IR-RP, IR-SOM et IR-RP/SOM sont comptées sous le microscope.
Les régions contenant des cellules doublement IR sont photographiées. Aprés
observation et photographie, les lamelles sont délicatement retirées des préparations
par passage dans du PBS et les lames sont trempées dans une solution de
permanganate de potassium et d’acide sulfurique selon la méthode décrite par
Tramu et al. (1978) pendant 90 sec a TA. L'élimination compléte des
immunoréactivités RP et SOM précédemment détectées est vérifiée par passage des
sections dans du PBS contenant 10 % de sérum normal de lapin et 10 % de sérum
normal de souris a TA, puis, dans les anticorps secondaires suivis par la
streptavidine liée au Texas red comme il est décrit au paragraphe D. Les sections
sont ensuite incubées avec I'anticorps anti-NT pendant 48 H. Les cellules IR-NT sont
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détectées aprés incubation des coupes dans des Ig anti-lapin liées au FITC pendant
1 H 30.

b) Détection des cellules IR-RP/NT/SOM
Les sections sont traitées selon le protocole décrit dans le paragraphe
précédent, mais dans la premiére étape, l'anticorps anti-SOM est remplacé par
l'anticorps anti-NT, et dans la deuxiéme, l'anticorps anti-NT est remplacé par
I'anticorps anti-SOM.

c) Détection des cellules IR-RP/SP/SOM
Les immunoreéactivitts RP et SP sont détectées comme précédemment
(paragraphe a). Aprés élution, les sections sont incubées avec 'anticorps anti-SOM.

d) Détection des cellules IR-RP/SP/NT
De la méme fagon, le RP et la SP sont d’abord détectés par double
immunofluorescence, puis la présence de NT est recherchée apres élution.

2) Marquage simultané du RP, de la NOS et de lun des 3
neuropeptides précédemment étudiés.

Les anticorps primaires provenant d'espéces différentes (souris, lapin,
mouton) sont révélés par des anticorps secondaires réalisés chez I'ane et liés a des
fluorochromes différents.

a) Détection des cellules IR-RP/NOS/SOM

Des sections sont incubées dans un mélange contenant les anticorps anti-RP,
anti-NOS et anti-SOM (Tableau 1) pendant 72 H. Les immunoréactivités sont
révélées comme suit: les sections sont incubées a 4° C dans des Ig d’ane anti-
mouton liées au FITC pendant 1 H 30, dans des Ig d’ane anti-lapin liées a FAMCA
pendant 1 H 30, dans des lg d’ane anti-souris biotinylées pendant 1 H 30 et dans la
streptavidine liée au Texas red pendant 1 H (cf Tableau 2). Les sections sont
montées dans le milieu glycériné contenant le p-phenylénediamine.
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b) Détection des cellules IR-RP/NOS/NT
Les coupes sont traitées comme précédemment, mais I'anticorps anti-SOM
est remplacé par I'anticorps anti-NT.

c) Détection des cellules IR-RP/NOS/SP
Les coupes subissent le méme traitement qu'au paragraphe ci-dessus, mais
I'anticorps anti-SOM est remplacé par I'anticorps anti-SP.

F - Contrdles de la spécificité des réactions immunocytochimiques

Pour vérifier la spécificité de la réaction, nous avons réalisé des expériences
dans lesquelles nous avons :

1- Remplacé 'anticorps primaire anti-RP par de I'anticorps anti-RP préabsorbé avec
le RP hautement purifié (Warembourg et al., 1986).

2- Remplacé chaque anticorps primaire anti-neuropeptide par de [lanticorps
préabsorbé par un excés du neuropeptide synthétique (concentration supérieure a
10*M) pendant au moins 12 H.

3- Omis les anticorps primaires ou les avons remplacé par du sérum pré-immun de
souris, de lapin ou d’ane.

4- Utilisé des anticorps secondaires dirigés contre des espéces inappropriées.

Dans ces conditions, aucun marquage immunocytochimique n’est obtenu.

L’absence de réaction croisée entre les anticorps primaires lors des triples
marquages immunocytochimiques est vérifi€e en adsorbant chaque anticorps anti-
neuropeptide par un excés des deux autres neuropeptides recherchés dans I'étude.
Ainsi, I'anticorps anti-SOM est préadsorbé par une concentration saturante de NT et
de SP synthétiques (concentration supérieure a 10°M). Les autres anti-
neuropeptides sont saturés de fagon identique.
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IV - Technique de tragage axonal rétrograde
A — Stéréotaxie

Notre objectif était d'obtenir une injection du traceur dans la région latérale de
la substance grise périventriculaire mésencéphalique (SGPM) et plus précisément au
niveau médian de son extension rostro-caudale. Comme aucun atlas stéréotaxique
du mésencéphale du cobaye de 400 a 450 g n’a été publié nous avons d{, pour
atteindre cette région, effectuer de nombreux essais d’injection en procédant par
approches successives. Lorsque le traceur se situe dans la région de la SGPM
souhaitée, les coordonnées stéréotaxiques sont les suivantes :

-4,7 — 4,8 mm en avant de 'axe inter-auriculaire.

-1 mm latéralement a partir de I'axe sagittal séparant les 2 hémisphéres
cérébraux.

-6,5 mm sous la surface du cerveau appréciée au niveau de la dure mére.

B — Traceurs axonaux fluorescents

Trois traceurs axonaux a transport rétrograde sont utilisés : le FG (Schmued
et Fallon, 1986), le true blue (TB) et les billes de latex liées a la fluoresceine (BV ;
Katz et al., 1984). Le FG (Fluorochrome, Inc., Englewood, Co, USA) présente une
fluorescence blanche-bleue, le TB (Sigma) émet une fluorescence d’'un bleu intense,
et les billes de latex (Lumafluor Naples, FL, USA) émettent une fluorescence verte.

C — Mode d’injection du traceur

1) Injection par microélectroiontophorése

Les microélectrodes sont réalisées a l'aide d’'une étireuse verticale (Narishige
Scientific Instrument Laboratory) a partir de tubes de verre de 2 mm de diamétre
externe. Elles sont recassées sous loupe binoculaire de fagon a obtenir un diameétre
de 40 4 60 pym a la pointe et remplies au moyen d’une seringue Hamilton avec le FG
(5 % dans du tampon cacodylate de sodium 0,1M) qui est injecté dans la SGPM par
passage d'un courant de 5 pA appliqué pendant 4 sec toutes les 8 sec, et cela
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pendant environ 5 min (stimulateur isolé A 360, WPI). Un essai d'injection du TB (3
% dans de l'eau stérile) par iontophorése est également réalisé. Aprés injection, la
microélectrode de verre est laissée en place environ 10 min pour éviter I'éjection du
traceur.

2) Injection par pression

Un pl contenant soit le FG a 5 %, soit le TB a 3 %, soit les BV est injecté au
moyen d’une seringue Hamilton de 5 pl par pressions successives.

Le temps de survie des animaux est de 6 jours.

D - Coloration du site d’injection du traceur

Les coupes de mésencéphale (60um), obtenues au microtome a congélation,
sont observées sous le microscope et photographiées aprés séchage sur des lames
gélatinées. Elles sont ensuite colorées au bleu de méthylene a 0,05 % (Eastman
Kodak Co, Rochester, NY, USA) pendant 10 min, déshydratées et montées au
DEPEX (Gurr®, BDH Laboratories supplies Poole, England).

E — Détection des cellules IR — RP/SOM se projetant vers la SGPM

Les hypothalamus sont débités au cryostat en coupes de 16 ym seulement
quand le site d’injection est restreint a la SGPM.

1) Détection des cellules TB/RP/SOM et FG/RP/SOM

Aprés montage dans du PBS, les sections contenant le VL sont observées.
Les régions montrant des cellules marquées par du TB ou du FG sont
photographiées. Les lamelles sont alors délicatement retirées des préparations puis
le RP et la SOM sont mis en évidence par immunofluorescence. Les champs
microscopiques, correspondant aux photographies précédentes, sont recherchés et
a nouveau photographiés.
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2) Détection des cellules BV/ISOM/RP

Les sections sont incubées pendant 48 H avec I'anticorps anti~-SOM. La SOM
est détectée en incubant les coupes avec des Ig anti-lapin biotinylées pendant 1 H
30 a 4° C suivies par la streptavidine liée au Texas red pendant 1 H a 4° C. Aprés
observation et photographie des cellules BV/SOM, les lamelles sont délicatement
retirées. Les sections sont alors incubées dans I'anticorps anti-RP. Le RP est mis en
évidence au moyen d'une réaction a la DAB intensifiée au nickel-imidazole et les
regions correspondant aux photographies précédentes sont recherchées et
photographiées.

V - Histochimie NADPHd

La technique histochimique de Vincent et Kimura (1992) est utilisée sur les
sections flottantes de 60 um et sur des sections de 16 um. Elle permet I'observation
de la NADPHd par réduction du nitroblue tetrazolium (NBT) en un produit de réaction
bleu foncé insoluble. Les sections sont rincées dans du PBS (3 bains de 10 min) puis
laissées environ 1 H a 37° C dans un mélange contenant 1,1mM de B - NADPH,
0,1'mM de NBT et 0,3 % de Triton X 100. Aprés incubation, les sections sont rincées
dans du PBS et montées dans du glycergel (Dako). Des sections sont incubées dans
le milieu dépourvu de NBT ou de B - NADPH pour vérifier la spécificité de la réaction.

VI - Observation et analyse quantitative des résultats
A — Observation

Les sections sont observées, soit en lumiére blanche, soit en fluorescence, au
moyen d’'un microscope Leica DMRB équipé de différents filtres (Tableau 3).
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Tableau 3 : Filtres utilisés et substances détectées.

Filtres Longueurs d’'ondes d’excitation Fluorochromes et traceurs
détectés

L4 450 — 490 nm FITC, BV

N2 -1 515-560 nm Texas red

B/G/R 400/20, 495/15 et 570/50 nm FITC, Texas red

A 340 — 380 nm AMCA, TB, FG

Les cellules marquées a la fois avec le FITC et le Texas red sont visualisées
en passant du filtre L4 au fitre N2.1 ou au moyen du filtre B/G/R qui permet
I'observation simultanée des 2 fluorochromes.

Des photographies en noir et blanc sont réalisées avec des films Agfapan
APX 100 pour la lumiére blanche, et avec des fiims liford HP 5 Plus pour la
fluorescence. Des diapositives couleurs sont réalisées avec des films Kodak
Ektachrome 64 T pour la lumiére blanche, et avec des films Fuji Sensia 400 pour la
fluorescence.

B — Analyse quantitative de ’ensemble des résultats

1) Détermination des régions examinées

Les régions analysées (aire préoptique, noyau paraventriculaire, VL, noyau
arqué) sont délimitées selon la terminologie de I'atlas de Bleier (1983). Pour nos
analyses, nous avons souvent subdivisé le VL et le noyau arqué en 3 régions en
essayant de respecter toujours les mémes limites. Sur nos sections frontales, la
région que nous avons appelée région rostrale du VL se termine quand se dessine
I'éminence médiane et correspond aux sections 322 a 330 de l'atlas (Fig. 5A). La
région médiane du VL s’observe entre le début de I'éminence médiane et le niveau
postérieur du noyau ventromédian et se situe entre les sections 331 et 337 (Fig. 5B).
La région caudale du VL délimitée entre I'extrémité postérieure du noyau
ventromédian et le début du noyau prémamillaire ventral est localisée au dela de la
section 337 (Fig. 5C). La région rostrale du noyau arqué se termine quand
I'éminence médiane apparait et s’observe sur les sections 301 a 322 de l'atlas (Fig.
6A). La région médiane du noyau arqué, comprise entre le déebut de I'éminence
médiane et la séparation de celle-ci avec le troisiéme ventricule, est délimitée par les
sections 323 et 357 (Fig. 6B). La région caudale commence antérieurement lorsque
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Fig 5. Photographies de sections frontales de I'hypothalamus du cobaye issues de
Fatlas de Bleier (1983), montrant les niveaux ol nous avons situé les régions rostrale
(A), meédiane (B), et caudale (C) du VL. Ahi: portion infundibulaire de
'adénohypophyse ; cp : pédoncule cérébral ; DA : aire dorsale hypothalamique ; Di :
noyau dorsolatéral du tuber cinereum; DIA: aire dorsolatérale; Dm: noyau
dorsomédian; Do: noyau dorsal; f: fornix; ic: capsule interne; In: noyau
infundibulaire ou arqué ; Inf : infundibulum ou éminence médiane; LA : aire latérale
hypothalamique ; mt : tractus mamillothalamique ; ot : tractus optique ; Pat: noyau
paraventriculaire thalamique ; Pdp : groupe parvocellulaire de la division dorsale du
noyau paraventriculaire ; Sot: noyau supraoptique, composante du tuber; TAd:
noyau antérodorsal thalamique; TAm: noyau antéromédian thalamique; TAv:
noyau antéroventral thalamique ; TCA : aire du tuber cinereum ; Th : thalamus ; Tl :
division latérale du noyau du tuber; Tm : division médiane du noyau du tuber ; VI:
noyau ventrolatéral; Vm: noyau ventromédian; <« : groupe magnocellulaire
périventriculaire de la division dorsale du noyau paraventriculaire ;






Fig. 6. Photographies de sections frontales de I'hnypothalamus du cobaye issues de
Fatlas de Bleier (1983), montrant les niveaux ou nous avons situé les régions rostrale
(A), médiane (B), et caudale (C) du noyau arqué. Abha: lobe antérieur de
'adénohypophyse ; Al: noyau alar; Ce: noyau central ; cp : pédoncule cérébral ;
DA : aire dorsale hypothalamique ; DI : noyau dorsolatéral ; DIA : aire dorsolatérale ;
Dm : noyau dorsomédian; DM : noyau magnocellulaire dorsolateral; Do : noyau
dorsal ; DP : noyau prémamillaire dorsal; f: fornix; FF : champs de Forel; ic:
capsule interne ; In : noyau infundibulaire ou arqué ; Inf: infundibulum ou éminence
médiane; InS : tige infundibulaire ou pituitaire ; LA : aire latérale hypothalamique ;
Ma: division antérieure du noyau mamillaire médian; mt: tractus
mamillothalamique ; ot : tractus optique ; PA : aire postérieure hypothalamique ; Pat :
noyau paraventriculaire thalamique; Pd: division dorsale (parvocellulaire et
magnocellulaire) du noyau paraventriculaire ; Pm : noyau paramamillaire ; Po : noyau
postérieur; ; SL: noyau subthalamique de Luys; Sot: noyau supraoptique,
composante du tuber; TAd: noyau antérodorsal thalamique; TAm: noyau
antéromédian thalamique ; TAv: noyau antéroventral thalamique; TCA : aire du
tuber cinereum ; Th : thalamus ; VI : noyau ventrolatéral ; Vm : noyau ventromédian ;
VP : noyau prémamillaire ventral ; ZI . zona incerta; « : groupe magnocellulaire
périventriculaire de la division dorsale du noyau paraventriculaire ;






le récessus infundubulaire est complétement entouré par la base du cerveau et se
termine postérieurement lorsque le récessus mamillaire disparait. Elle s’étend au
dela de la section 357 (Fig. 6C).

2) Comptages

a) sur lames
A partir des comptages sur lames, réalisés sous le microscope en lumiére
blanche et en fluorescence, a raison d'une section sur 2, le nhombre moyen de
cellules (+SEM)/hémisection est calculé pour chaque population neuronale. Les
pourcentages de cellules doublement et triplement IR sont estimés en fonction de
chaque population neuronale.
Par souci de clarté, nous avons choisi de préciser le nombre d’hémisections
analysées dans chaque expérimentation dans la légende des figures et des
différents tableaux portant sur I'analyse quantitative.

b) sur photographies

La comparaison des paires de photographies, réalisées chez tous les animaux
expérimentés aprés chacune des deux étapes des ftriples marquages
immunofluorescents faisant appel a [I'élution (photographie aprés la double
immunofluorescence  +  photographie  aprées la  troisiéme réaction
immunofluorescente) et du transport axonal associ€ a une double
immunofluorescence (photographie des cellules contenant le traceur + photographie
apres I'immunocytochimie RP/SOM), permet de compter les cellules doublement et
triplement marquées. A partir des valeurs obtenues pour chaque population
neuronale nous calculons le nombre (+SEM) de cellules /unité de surface (mm?) en
considérant que chaque photographie, réalisée sous l'objectif 40X du microscope,
correspond a une surface de 440 ym x 300 um du VL. A partir de I'ensemble des
comptages, les pourcentages (+xSEM) des populations cellulaires doublement et
triplement marquées sont calculés en fonction des populations neuronales
simplement et doublement fluorescentes. Contrairement aux comptages sur lames,
la technique des comptages sur photographies ne permet pas d'évaluer les
populations cellulaires totales dans le VL, il peut en résulter des variations dans les
pourcentages de colocalisation obtenus au cours de nos différentes études.
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3) Analyse statistique

Les analyses statistiques sont réalisées au moyen du logiciel Sigma Stat
(Jandel Scientific, Erkrath, Allemagne). Un test de t de Student avec un niveau de
significativité p<0,05 est réalisé dans 2 cas: (1) pour établir I'existence de
différences entre males et femelles dans I'induction du RP dans le diencéphale et
dans la proportion des cellules IR-RP/SOM ; (2) pour s’assurer de la significativité
des disparités dans la proportion de cellules IR-RP/NOS entre animaux traités et
animaux non traités par la colchicine.

La comparaison de plusieurs groupes d'animaux entre eux est toujours
réalisée avec un ANOVA a un facteur. Quand p<0,05, un test post-hoc est entrepris :

- soit le test de Student — Newman - Keuls (p<0,05) qui permet de
déterminer si parmi plusieurs groupes expérimentaux un (ou plusieurs) groupe(s)
présente(nt) une (des) différence(s) significative(s). Ce test est utilisé dans I'étude
des effets du traitement cestrogénique sur les cellules neuropeptidergiques et dans
I'étude de l'influence de la colchicine sur I'activité NOS.

- ou le test t de Bonferroni (p<0,05) qui permet de mettre en évidence
une différence significative d’'un ou de plusieurs groupes par rapport & un groupe
temoin. Ce test est utilisé pour spécifier la durée a partir de laquelle le traitement des
cestrogeénes sur I'activité NOS devient significative.
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RESULTATS

| - Les cellules IR-RP dans le VL et les autres régions
hypothalamiques: comparaison entre le cobaye femelle et le cobaye
male.

A - Distribution des cellules IR-RP

La distribution neuroanatomique des RP a été étudiée sur les sections de
cerveau de 8 cobayes femelles et de 8 cobayes males GDX+EB. Les cellules IR-RP
sont recherchées au moyen d'une réaction immunocytochimique produisant une
coloration bleu-noir aprés révélation avec la DAB intensifiée au nickel imidazole. Les
RP ont une localisation essentiellement nucléaire.

1) Dans le VL

Chez le male comme chez la femelle, des cellules IR-RP sont observées dans
I'étendue rostro-caudale du VL (Fig. 7), ou elles bordent le noyau ventromédian et
I'aire hypothalamique latérale. Elles sont détectées de la base du cerveau en
direction du fornix dans les régions rostrale (Fig. 7A) et médiane (Fig. 7B) et
occupent une position médio-ventrale dans la région caudale du noyau (Fig. 7C).
Elles sont éparpillées au niveau rostral, alors qu'elles apparaissent groupées dans
les deux tiers postérieurs du VL. Dans les deux tiers antérieurs du VL, les cellules IR-
RP sont observées en nombre moins important en direction du fornix chez la femelle
(Fig. 8A) que chez le male (Fig. 8B). Dans la région caudale, les cellules IR-RP ont Ila
méme distribution chez le male et chez la femelle.

2) Dans l'aire préoptique, le noyau arqué et le noyau prémamillaire

ventral
Les cellules contenant des RP occupent une région plus étendue latéralement

dans l'aire préoptique de la femelle (Fig. 8C) par rapport a celle du méle (Fig. 8D).
Par contre, dans les différentes régions du noyau arqué, nous n’observons pas de
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Fig. 7: Localisation sur des hémisections d’hypothalamus médio-basal des celiules
IR-RP (points rouges) dans le noyau arqué et dans les subdivisions rostrale (A),
médiane (B) et caudale (C) du VL. Le niveau de ces hémisections correspond sur les
coupes frontales de cerveau situées au dessus, a la région encadrée. Chaque point
correspond & une cellule IR. AR: noyau arqué; f: fornix; Dm : noyau dorsomédian ;
LA: aire hypothalamique latérale; Pa: noyau paraventriculaire; 3V: troisiéme
ventricule ; VL: noyau ventrolatéral; Vm: noyau ventromédian.
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Fig. 8: Distribution des cellules IR-RP dans le VL (A et B), 'aire préoptique (C et D) et
la subdivision médiane du noyau arqué (E et F) chez le cobaye femelle (A, C et E) et
chez le cobaye male (B, D et F) GDX+EB. ARm: subdivision médiane du noyau
arqué; EM: éminence médiane ; VLr: subdivision rostrale du VL; *: troisiéme
ventricule. Barre de calibration: 150 pum.






différences dans la localisation des cellules IR-RP entre femelles (Fig. 8E) et males
(Fig. 8F). La région renfermant les cellules IR dans le noyau prémamillaire ventral est
plus étendue et les cellules sont plus dispersées latéralement de part et d’autre de la
subdivision caudale du noyau arqué chez la femelle que chez le male. L'aire
préoptique et le noyau prémamillaire ventral présentent également des différences
entre males et femelles dans l'intensité du marquage IR.

3) Induction du RP par le traitement cestrogénique

Les sections d’hypothalamus des femelles (n=2) et des males (n=2)
GDX+huile contiennent tres peu de cellules IR-RP dans I'aire préoptique, le noyau
arqué, et le VL (Fig. 9). Ce dernier ne montre pas de cellules IR-RP chez le male
(Fig. 9).

B - Quantification des cellules IR-RP

L'estimation quantitative des cellules contenant le RP a été réalisée sur les
sections de cerveau de tous les animaux GDX+EB et GDX+huile. Le nombre de
cellules IR-RP chez le méle et chez la femelle GDX+EB est significativement
supérieur (p<0,05) dans toutes les régions examinées par rapport a celui obtenu
chez les animaux GDX+huile (Fig. 9). Chez les animaux traités aux ocestrogénes, nos
comptages mettent en évidence un nombre de cellules IR significativement supérieur
(p<0,05) dans la région rostrale du VL chez le male (36 cellules/hémisection) par
rapport a celui obtenu chez la femelle (25 cellules/hémisection). Par contre, les
autres régions du VL ne montrent pas de différence significative (Fig. 9). L’aire
préoptique contient significativement (p<0,05) plus de cellules IR-RP chez la femelle
GDX+EB que chez le male (239 contre 197 cellules/hémisection) (Fig. 9). Le
traitement cestrogénique ne provoque pas de variation significative du nombre de
cellules IR-RP entre males et femelles GDX+EB dans les différentes régions du
noyau arqué (Fig. 9).
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Fig. 9: Comparaison du nombre de cellules IR-RP entre le cobaye femelle et le
cobaye male dans le VL, l'aire préoptique et le noyau arqué. L'estimation quantitative
a été réalisée sur 8 hémisections de chaque subdivision du VL, sur 20 hémisections
de l'aire préoptique et sur 10 hémisections de chaque subdivision du noyau arqué
chez 2 femelles et 2 males GDX+huile et chez 8 femelles et 8 males GDX+EB. La
barre d'erreur représente le SEM. VLr, VLm, VLc: subdivisions rostrale, médiane et
caudale du VL; APO: aire préoptique; ARr, ARm, ARc: subdivisions rostrale,
médiane et caudale du noyau arqué. * significativement différent (p<0,05 ; test t de
Student) entres méales et femelles GDX+EB.



Il - Coexistence du RP et de la SOM.

Le RP et la SOM ont été mis en évidence au moyen d’une technique de double
immunofluorescence chez 8 femelles et 8 males GDX+EB traités par la colchicine.

A — Distribution des cellules a SOM dans I'hypothalamus chez le
cobaye

Nous décrirons seulement la distribution des corps cellulaires a SOM (Fig. 10
A-F) qui montrent une fluorescence vert-jaune cytoplasmique provenant du FITC.
Des neurones IR-SOM sont localisés dans l'organe vasculaire de la lame
terminale et dans le noyau préoptique médian le long du troisiéme ventricule (Fig. 10
A et B, Fig. 11A). Des cellules a SOM sont détectées dans le noyau hypothalamique
périventriculaire (Fig. 10C, Fig. 11B), la région parvocellulaire du noyau
paraventriculaire (Fig. 10D), la région médiane de l'aire hypothalamique latérale et
dans la région périfornicale (Fig. 10 D et E). Dans toute I'extension rostro-caudale du
noyau arqué (Fig. 10 D-F), les neurones a SOM, qui sont de petite taille, présentent
une fluorescence de forte intensité (Fig. 11C). lls occupent les régions
ventrolatérales et périventriculaires dans les deux tiers antérieurs du noyau (Fig. 10
D et E), tandis qu’ils sont essentiellement distribués en position ventrale dans la
région postérieure (Fig. 10F). De nombreuses cellules & SOM sont localisées dans
I'étendue antéro-postérieure du VL (Fig. 10 D et E). Dans les régions rostrale et
médiane, nous observons une hétérogénéité dans l'intensité de la fluorescence des
neurones IR, les neurones localisés en position ventrale et le long de l'aire
hypothalamique latérale montrant une immunofluorescence plus intense (Fig. 11D)
que celle des cellules en position médiane et en bordure du noyau ventromédian.
Dans la région caudale du VL, les neurones groupés en position basale présentent
une fluorescence d'intensité plus homogene. Les cellules 8 SOM apparaissent plus
nombreuses dans les régions médiane et caudale du VL.

B - Localisation des cellules IR-RP/SOM

Les cellules IR-SOM précédemment décrites et les cellules IR-RP qui
présentent, suite au double marquage immunocytochimique, une fluorescence rouge
nucléaire, montrent des localisations superposables dans le noyau préoptique
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Fig 10: Schémas montrant la distribution des cellules IR-SOM (cercles verts) sur des
sections frontales de l'aire préoptique (A, B) et de I'hypothalamus (C-F) du cobaye
femelle. Chaque cercle représente une cellule IR. apl: aire préoptique latérale ;
apm : aire préoptique médiane ; Ar: noyau arqué ; ca : commissure antérieure ; co :
chiasma optique; f: fornix; LA: aire latérale hypothalamique; mt: tractus
mamillothalamique ; npm : noyau préoptique médian ; Pa : noyau paraventriculaire ;
Sc: noyau suprachiasmatique ; st : strie terminale ; to : tractus optique ; VL : noyau
ventrolatéral ; Vm : noyau ventromédian ; * : troisi€me ventricule.
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Fig. 11. Microphotographies montrant la localisation des celiules IR-SOM dans le
noyau préoptique médian (A), le noyau hypothalamique périventriculaire (B), le noyau
arqué (C) et le VL (D) du cobaye femelle GDX+EB traité par la colchicine. AR: noyau
arqué. VL : noyau ventrolatéral, Vm: noyau ventromédian; *: troisieme ventricule.

Barre de calibration: 75 ym






médian, le noyau arqué, et I'étendue rostro-caudale du VL (Fig. 12 A-C). La
visualisation simultanée des deux immunoréactivités dans la méme cellule (Fig. 13
A-E) est facilitée par les localisations intracellulaires différentes des deux antigénes.

Bien que de nombreuses cellules IR-SOM et IR-RP soient détectées dans
I'aire préoptique, cette région ne semble pas contenir de neurones doublement IR.
Par contre, le noyau arqué présente sporadiquement des neurones IR-RP/SOM (Fig.
13 A et B). De nombreuses cellules cibles de la progestérone contenant de la SOM
(Fig. 13 C et D) sont localisées dans I'étendue rostro-caudale du VL ou elles
apparaissent essentiellement en position ventro-médiane (Fig. 12 A-C). Des cellules
doublement IR bordent également le noyau ventromédian aux niveaux rostral et
médian du noyau (Fig. 12 A et B). De nombreuses varicosités IR pour la SOM sont
situees a proximité de cellules IR-RP dans le VL et dans le noyau arqué; des
appositions de boutons IR-SOM peuvent étre observées sur des corps cellulaires
IR-RP (Fig. 13E). La localisation des cellules IR-RP/SOM est identique chez les
males et les femelles.

C - Estimation quantitative des cellules IR-RP/SOM

L’analyse quantitative a été réalisée sur 8 hémisections dans chaque
subdivision du VL chez tous les animaux expérimentés. Elle ne montre pas de
différence significative entre méles et femelles dans le nombre de cellules
simplement et doublement IR dans les régions rostrale et médiane du VL (Tableau
4). Dans ces régions, les cellules IR-RP/SOM représentent environ 20% et 40% des
cellules IR-SOM et environ 20% et 32% des cellules IR-RP (Tableau 4). Dans la
région caudale, les males montrent significativement (p<0,05) plus de cellules IR-
SOM (35 contre 21 cellules/hémisection) et de cellules IR-RP/SOM (14 contre 8
cellules/hémisection) que les femelles. Dans cette région, le pourcentage de cellules
IR-RP sécrétant la SOM est significativement supérieur chez les males (37%) par
rapport a celui obtenu chez les femelles (25%) alors que le pourcentage de cellules
IR-SOM contenant le RP avoisine 40% chez les males et chez les femelles (Tableau
4). Dans le noyau arqué, ou l'estimation a été réalisée sur 20 sections chez 4
femelles et 4 males, la population des cellules doublement IR représente moins de
1,5 % de la population des cellules IR-SOM et moins de 0,5 % de la population des
cellules IR-RP (Tableau 4).
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Fig. 12: Schémas d'hémisections frontales du VL de 16 pm montrant la localisation
des cellules IR-RP (points rouges), des cellules IR-SOM (cercles verts) et des
cellules IR-RP/SOM (points rouges entourés de cercles verts) dans les subdivisions
rostrale (A), médiane (B) et caudale (C) du noyau. Chaque symbole représente une
cellule IR. AR: noyau arqué; f: fornix; VLr, VLm, VLc: subdivisions rostrale, médiane
et caudale du VL; Vm: noyau ventromédian.
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Fig. 13: Microphotographies de cellules IR pour le RP et la SOM dans le noyau arqué
(A et B) et le VL (C-E). Les cellules doublement IR (grandes fléches) montrent a la
fois une immunofluorescence nucléaire pour le RP (provenant du Texas red) et une
immunofluorescence cytoplasmique pour la SOM (fluorescence jaune-vert associée
au FITC). Ces cellules sont observées en passant du filtre N2.1 (A) au filtre L4 (B) ou
au moyen du filtre B/G/R (C-E) qui permet la visualisation simultanée des deux
immunoréactivités. Des boutons terminaux IR-SOM (petites fleches) entourent le
péricaryon d’'un neurone IR-RP (E). Barre de calibration: 20 um (A, B), 54 um (C),
30um (D) et 12um (E).






Tableau 4 : Estimation du nombre de neurones IR-RP, IR-SOM et doublement IR /hémisection dans

le VL et le noyau arqué de cobayes femelles et de cobayes males.

Région Sexe Nombrede Nombrede Nombre de % de % de
neurones neurones neurones  neurones  neurones
IR-RP IR-SOM  IR-RP/SOM IR-SOM  IR-RP

/hémisection /hémisection /hémisection avec RP avec SOM

VL rostrale Femelles(n=8)  26,6+0,7 23,6%1,6 4,4+0,1 19,1£1,2 16,6%0,8
Males (n=8) 23,4+1,1 25,4%1,0 5,1+0,4 20,3+1,4 22,3+1,9

médiane Femelles 48,5t1,1 37,942,5 15,5¢1,0 41,2422 31,9+2,1
Males 47,5+2,1 39,9+1,5 15,6+£1,2  38,9%1,7 32,9420

caudale Femelles 32,243,5 21,3+1,1* 8,0£0,5*  37,6x1,6 25,8+2,5*
Males 38,1£1,9 35,9£1,2* 14,5+1,4* 40,534 37,942,1*

AR Femelles(n=4)  68,112,4 19,4+1,1 0,1£0,02  0,6+0,07 0,2+0,03

Males (n=4) 69,845,3 21,242,9 0,2+0,03 1,0£0,14  0,3%£0,06

Les valeurs représentent le nombre moyen de cellules /hémisection (:SEM) comptées sur 8
hémisections dans chaque région du VL et sur 20 hémisections du noyau arqué (AR).

* différence significative (p<0,01 ; test t de Student) entre males et femelles.



lll - Projections des cellules IR-RP/SOM du VL en direction du
mésencéphale

Parmi les 60 cobayes femelles GDX+EB traités par la colchicine, utilisés dans
cette étude, 26 ont regu une injection de FG a 2 % (21 par microélectroiontophorése,
5 par pression), 25 ont regu du TB (1 par microélectroiontophorese, 24 par pression)
et 9 des BV (par pression uniquement).

A — Localisation et aspect des sites d'injection

1) Localisation des sites d'injection

L'observation des sections du VL a été entreprise seulement chez les animaux
possédant un site d'injection restreint a la région latérale de la SGPM et plus
précisément au niveau de la subdivision médiane de son extension rostro-caudale
(Fig. 14A). Parmi les 60 animaux expérimentaux, 10 ayant recu le FG par
microiontophorése, 10 ayant regu le TB par pression et 5 ayant regu les billes de
latex fluorescentes montrent un site d'injection localisé dans cette région de la
SGPM. Quant aux 35 autres cobayes, 28 possédent soit des sites localisés dans une
région voisine de la SGPM telle que le colliculus supérieur, la formation réticulée ou
le ventricule, soit des sites localisés a des niveaux trop rostraux ou trop caudaux a la
subdivision médiane de la SGPM, et les 7 autres ne montrent pas de sites d'injection,
le traceur étant visualisé uniquement le long du passage de !'aiguille.

2) Aspect des sites d'injection

- Avecle FG
Les sites obtenus apres injection de FG sont d’aspect concentrique (Fig. 14B).
Leur diamétre est compris entre 400 et 900 um. Trois zones distinctes sont
observées. Une petite zone de nécrose centrale, due a la présence de la
microélectrode, est entourée par une région de forte fluorescence ot quelques corps
cellulaires apparaissent. A la périphérie de cette zone trés brillante, quelques cellules
gliales et quelques neurones faiblement marqués sont observés.
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Fig. 14: Schéma d’une section mésencéphalique (A) et microphotographies de
coupes du mésencéphale (B-E) montrant la localisation des sites d'injections
(fleches) des traceurs, FG (B), TB (C et D) ou BV (E) dans la région latérale de la
SGPM et plus précisément au niveau médian de son étendue rostro-caudale. Le
traceur utilisé est soit du FG (B), soit du TB (C et D) soit des BV (E). Cl : colliculus
inférieur ; CS: colliculus supérieur; DPCS : décussation du pédoncule cérébral
supérieure ; FLM: faisceau longitudinal médian; SGPM: substance grise
périventriculaire mésencéphalique, * : aqueduc de Sylvius. Barre de calibration : 120
pgm (B) et 240 ym (C-E)






-Avecle TB
Les sites obtenus avec le TB possédent également trois zones concentriques
facilement observables avant coloration histologique des sections (Fig. 14C). Leur
diamétre est compris entre 700 et 900 ym. Leur aspect est similaire a celui décrit
pour le FG. Aprés coloration des sections, seules les deux zones centrales restent
visibles (Fig. 14D).

- Avec les BV
Aprés injection de la solution contenant ies BV, les sites obtenus ont un
diamétre d'environ 250 pm. Les sites ne montrent que deux zones: une zone

centrale nécrosee entourée par une région ou la fluorescence est trés brillante (Fig.
14E).

B — Description des régions marquées apreés injection de FG

Les cellules contenant du FG (FG+) montrent dans leur cytoplasme et dans

leurs prolongements cellulaires des granules fluorescents de couleur blanc-argente.
Le noyau n'est pas marqué mais le nucléole montre une fluorescence blanche
diffuse non granulaire.
Des neurones et des cellules gliales FG+ sont observés dans le VL, la région
périfornicale et la région antérieure du noyau ventromédian. Le nombre de neurones
FG+/hémisection étant toujours inférieur ou égal a 5 sur toutes les sections de VL
examinées, nous n'avons pas mis en ceuvre I'immunocytochimie RP/SOM.

C — Description des régions marquées aprés injection de TB

1) Aspect des cellules marquées

Les cellules contenant du TB (TB +) présentent un marquage granulaire
cytoplasmique bleu foncé lorsque les sections sont observées sans montage dans
du PBS. Comme ce dernier provoque une diffusion de la fluorescence, nous avons
photographié les cellules TB+ avant I'étape immunocytochimique. La photographie
permet d’'éviter la superposition de la fluorescence du TB, qui est complétement
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éliminee apres exposition photographique, avec la fluorescence cytoplasmique
associeée a la SOM aprés immunocytochimie.

2) Localisation des cellules TB+ et des cellules TB/RP/SOM

Les cellules TB+ sont observées dans plusieurs régions hypothalamiques
principalement du c6té ipsilatéral au site d’injection. La plus grande concentration de
cellules marquées est observée dans I'étendue du VL (Fig. 15 A-C). Des neurones
TB+ apparaissent dans la région périventriculaire du noyau paraventriculaire (Fig.
15A), les régions basale, latérale et périventriculaire du noyau arqué (Fig. 15 A-C), le
noyau ventromédian notamment en position ventrale ou en bordure du VL (Fig. 15 A
et B), la région périfornicale (Fig. 15 A-C), l'aire latérale hypothalamique (Fig. 15 A-C)
et plus postérieurement dans le noyau du tuber (Fig. 15C).

Les sections du VL contenant des cellules TB+, photographiées chez les 10
animaux sélectionnés, subissent la double immunofluorescence RP/SOM. Ces
sections sont & nouveau observées et les mémes regions photographiées. Les
cellules TB+, les cellules IR-RP et les cellules IR-SOM ont des distributions
superposables dans le VL (Comparer Fig. 16A et 16B). Des cellules triplement
fluorescentes sont trouvées dans l'extension rostro-caudale du VL (Fig. 16C). Ces
cellules montrent une fluorescence bleue cytoplasmique liée au TB (Fig. 17 A et C),
une fluorescence rouge nucléaire du RP provenant du Texas red (Fig. 17 B et D) et
une fluorescence verte cytoplasmique associée a la SOM due au FITC (Fig. 17 B et
E). Trois autres populations doublement marquées sont détectées: les cellules
RP/SOM (Fig. 17B), les cellules RP/TB (Comparer Fig. 17A avec 11B) et les cellules
SOM/TB (Fig. 17 C-E).

3) Estimation des cellules TB+ et des cellules TB/RP/SOM

La diminution rapide de la fluorescence n'a pas permis une quantification
précise sous microscope de la population totale des cellules TB+ du VL aprés
réalisation des photographies. Cependant, une appréciation rapide avant
photographie des sections donne 10 a 15 cellules TB+/hémisection dans le VL, §
cellules TB+/hémisection dans le noyau arqué, le noyau ventromédian, et la région
périfornicale, et entre 1 et 5 cellules marquées/hémisection dans le noyau
paraventriculaire et I'aire hypothalamique latérale.
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Fig 15: Schémas d’hémisection frontales (16 pm) de I'hypothalamus du cobaye
montrant la distribution des cellules TB+ (cercles bleus) dans les régions rostrale (A),
meédiane (B) et caudale (C) du VL. Chaque cercle correspond a une cellule marquée.
Ar: noyau arqué; f: fornix; LA: aire latérale hypothalamique; Pa: noyau
paraventriculaire ;T : noyau du tuber ; to : tractus optique ; VL : noyau ventrolatéral ;

Vm : noyau ventromédian.



Fig. 16: Schémas d'une hémisection frontale (16 um) de la subdivision médiane du
VL (A-C) montrant la localisation dé cellules TB+ (A), des cellules RP, SOM,
RP/SOM (B) et des cellules TB/RP, TB/SOM et TB/RP/SOM (C) chez des cobayes
femelles GDX+EB traités par la colchicine. Chaque symbole représente une cellule
marquée. AR: noyau arqué; f fornix; VL: noyau ventrolatéral; Vm: noyau
ventromeédian.
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Fig. 17. Microphotographies de cellules du VL (A-E) marquées par le TB aprés
transport axonal rétrograde (A et C) et immunofluorescentes pour le RP (B et D) et la
SOM (B et E). Les cellules triplement marquées (grandes fléches) montrent la
fluorescence bleue cytoplasmique du TB (A et C), la fluorescence rouge nucléaire
associée au RP (B et D) et la fluorescence jaune-vert cytoplasmique associée a la
SOM (B et E). Des cellules RP/SOM (fleches évidées, B), RP/TB (petites fleches; A
et B) et TB/SOM (tétes de fléches; C-E) sont également détectées. Barre de
calibration: 30 ym.
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Les cellules TB/RP/SOM ont été estimées seulement sur les sections de 5
animaux, |'observation de cellules IR-RP ou IR-SOM chez les 5 autres cobayes n’a
pas été possible. Les résultats des comptages réalisés sur 50 a 110 paires de
photographies/animal sont exprimés en nombre de cellules/mm? de surface de VL et
révélent la présence denviron 8 cellules TB/RP/SOM /mm?® (Tableau 5).
Approximativement 12 % et 14 % des cellules IR-SOM et IR-RP du VL contiennent
du TB (Tableau 6). Les cellules triplement fluorescentes représentent environ 9 %
des cellules @ SOM, 8 % des cellules contenant le RP et 29 % des cellules IR-
RP/SOM (Tableau 6).

D — Description des régions marquées aprés injection de BV

1) Aspect et localisation des cellules BV+ et des cellules BV/SOM/RP

Le marquage des cellules BV+, confiné au péricaryon des neurones, est trés
fin ce qui rend les cellules marquées peu fluorescentes. Elles sont observées dans
les régions hypothalamiques essentiellement du c6té ipsilatéral au site d'injection.
Elles sont éparpillées dans le VL ou leur distribution est superposable a celle des
cellules IR-SOM (Fig. 18A) et des cellules IR-RP (Fig. 18B) précédemment décrites.
De rares neurones BV+ sont observés dans le noyau arqué, le noyau ventromédian
et la région périfornicale (Fig. 18 A). Les cellules doublement fluorescentes BV/SOM
du VL sont photographiées puis I'immunocytochimie du RP est réalisée par un
marquage a la peroxydase. Les régions sont a nouveau sélectionnées et
photographiées. La comparaison des photographies révéle la présence, a travers
I'étendue rostro-caudale du VL (Fig. 18C), de cellules triplement marquées (Fig. 19
A-F). Les cellules BV/SOM/RP montrent deux fluorescences cytoplasmiques
associées aux BV (Fig. 19 A et B) et a la SOM (Fig. 19 C et D) et un précipité bleu-
noir nucléaire, provenant de la réaction a la DAB intensifiée a I'imidazole, associé au
RP (Fig. 19 E et F).

2) Estimation des cellules BV+ et des cellules BV/ISOM/RP

Chaque hémisection du VL contient entre 2 et 12 cellules BV+ chez les 5
animaux sélectionnés en fonction de la localisation du site d’injection. Ce nombre
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Tableau 5 : Estimation du nombre de cellules simplement (TB+, RP, SOM), doublement (RP/SOM, TB/RP, TB/SOM) et triplement marquées
(TB/RP/SOM).

Cellules TB+ RP SOM RP/SOM TB/RP TB/SOM TB/RP/SOM

Nombre/mm?2 57,07£10,92 112,33+7,80 91,049 41 29,8512 .45 19,58+3,51 15,2842 .46 8,514£2,67
Les valeurs représentent le nombre moyen de cellules (xSEM), estimé sur les photographies du VL, qui est exprimé en nombre de cellules/mm’
de surface de VL. Les comptages ont été réalisés sur 359 photographies (n=5).

Tableau 6 : Pourcentages (£SEM) de cellules RP/SOM, TB/RP, TB/SOM et TB/RP/SOM en fonction des population TB+, SOM, RP et RP/SOM
du VL comptées sur photographies.

Cellules En fonction des cellules En fonction des cellules En fonction des cellules En fonction des cellules
TB+ SOM RP RP/SOM

RP/SOM -—-- 33,36+2,67 27,27+3,33 e

TB/RP 29,501+3,79 - 14,00+1,89 -—--

TB/SOM 21,80+3,02 12,60+0,91 e ----

TB/RP/SOM 16,4243 .31 9,37+1,08 7,64+1,05 28,91+4,41



Fig. 18: Schémas d’'une hémisection frontale (16 um) de la subdivision médiane du
VL (A-C) montrant la distribution des cellules BV+, des cellules a SOM, des
neurones BVISOM (A), des cellules contenant le RP (B) et des cellules BV/RP,
RP/SOM et BVISOM/RP (C) chez des cobayes femelles GDX+EB colchicinisés.
Chaque symbole représente une cellule marquée. AR: noyau arqué; f. fornix; VL:
noyau ventrolatéral ; Vm: noyau ventromédian.
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Fig. 19: Microphotographies des mémes sections du VL (A-F) montrant la distribution
de cellules BV+ (A et B), des cellules 2a SOM (C et D) et des neurones contenant le
RP (E et F). La comparaison de A avec C et E et celle de B avec D et F révélent la
présence de cellules BV/ISOM/RP (fleches). Barre de calibration : 21um.
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substantiel de cellules marquées nous a conduits a réaliser successivement
l'immunofluorescence de la SOM puis I'immunocytochimie du RP.

Parmi les 5 animaux, 2 femelles ne montrent pas d'immunoréactivité associée
ala SOM ou au RP. L'estimation quantitative est donc réalisée sur les photographies
prises sur les sections de 3 femelles GDX+EB traitées par la colchicine. Environ 4
cellules BV/SOM/RP sont détectées par mm? de surface de VL (Tableau 7). Les
cellules triplement marquées représentent environ 29 % des cellules IR-RP/SOM
mais seulement 5 % a 7 % des cellules IR-RP et IR-SOM (Tableau 8).

IV - Coexistence du RP, avec la SOM, la NT, et/ou la SP dans des
cellules du VL.

Les cellules IR-RP/SOM/NT, IR-RP/NT/SOM, IR-RP/SP/SOM et IR-RP/SP/NT
ont été recherchées sur les sections de VL de 24 femelles GDX+EB colchicinisées.
Pour cela, nous avons d'abord réalisé un double marquage immunofiuorescent dirigé
contre le RP et un neuropeptide, suivi aprés élution d'une troisiéme réaction
immunofluorescente dirigée contre un second neuropeptide. Le RP est toujours
visualisé par le Texas red et les neuropeptides par le FITC.

A -Distribution des cellules IR-SOM, IR-NT et IR-SP

Les cellules a SOM montrent dans le VL (Fig. 20A) la distribution
préecédemment décrite au paragraphe il A. Les cellules IR-NT présentent une
intensité de fluorescence homogéne et sont éparpillées a travers I'étendue rostro-
caudale du VL (Fig. 20B) conformément a la description rapportée par Warembourg
et Jolivet (1994). Les cellules IR-SP sont observées dans ['étendue antéro-
postérieure du VL (Fig. 20C) ou elles présentent la méme intensité de marquage.
Dans la région rostrale, la majorité des cellules IR-SP sont groupées le long du
noyau ventromédian, tandis que d'autres ont une localisation plus médiane.
Quelques cellules sont observées dorsalement en direction du fornix. Dans la région
mediane du VL, les cellules IR-SP sont réparties dans I'étendue ventro-dorsale, alors
qu’au niveau caudal, elles sont éparpillées en position médio-basale. Ces résultats
sont en accord avec les descriptions précédemment publiées (Nielsen et Blaustein,
1990 ; Olster et Blaustein, 1992 a, b)
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Tableau 7 : Estimation du nombre de cellules simplement (BV+, SOM, RP), doublement (BV/SOM, RP/SOM, BV/RP) et triplement marquées
(BV/RP/SOM).

Cellules BV+ SOM BV/SOM RP RP/SOM BV/RP BV/RP/SOM

Nombre/mm?2 12,9442 77 60,76+4,04 7,48+0,08 79,6213 28 15,3242 28 6,451£0,61 4,4510,51
Les valeurs représentent le nombre moyen de cellules (:SEM), estimé sur photographies, qui est exprimé en nombre de cellules /mm* de surface
de VL. Les comptages ont été réalisés sur 165 photographies (n=3).

Tableau 8 : Pourcentages (:SEM) de cellules RP/SOM, BV/RP, BV/SOM et BV/RP/SOM en fonction des population BV+, SOM, RP et
RP/SOM du VL comptées sur photographies.

Cellules En fonction des cellules En fonction des cellules En fonction des cellules En fonction des cellules
BV+ SOM RP RP/SOM

RP/SOM -—-- 24 9612,24 19,16+2,39 --=-

BV/RP 42,06+4,82 9,04+0,65

BV/SOM 48,62+1,01 12,4340,18 e ----

BV/RP/SOM 37,1946,83 7,3510,74 5,56+0,46 29,73£3,41



Fig. 20: Schémas d'hémisections frontales de 16 um de la subdivision médiane du VL
de femelles GDX+EB traitées par la colchicine montrant la distribution des cellules IR-
SOM (A), IR-NT (B) ou IR-SP (C). Chaque symbole représente une cellule IR. AR:
noyau arqué; f. fornix; VL: noyau ventrolatéral ; Vm: noyau ventromédian.
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La comparaison des distributions de ces trois populations cellulaires révéle
quelques différences a travers le VL. Au niveau rostral, les cellules a SOM, qui sont
les plus fluorescentes, bordent I'aire hypothalamique latérale, alors que les cellules a
SP sont observées principalement le long du noyau ventromédian et dorsalement en
direction du fornix. Au niveau médian, les populations des cellules 8 SOM (Fig. 21A)
et des neurones a SP (Fig. 21C) sont plus importantes que la population des
neurones a NT (Fig. 21B). Les cellules a SOM représentent une population
substantielle au niveau caudal, alors que les cellules IR-NT et IR-SP sont rarement
visualisées.

B - Cellules doublement IR

1) Localisation des cellules doublement IR

La localisation des cellules IR-RP/SOM (Fig. 22A) correspond & celle
précédemment décrite. Les cellules IR-RP/NT sont distribuées a travers le VL (Fig.
22B) sans localisation privilégiée dans les subdivisions du noyau. Des neurones IR-
RP/SP sont détectés dans I'étendue rostro-caudale du VL. Au niveau rostral, ils sont
groupés le long du noyau ventromédian et dans la partie ventrale du noyau. Au
niveau médian, les cellules doublement IR sont visualisées dans I'étendue ventro-
dorsale du noyau ou elles occupent préférentiellement le niveau médian (Fig. 22 C et
D). Caudalement, les cellules IR-RP/SP sont peu nombreuses et souvent localisées
en position basale.

2) Estimation des cellules doublement IR

L’analyse quantitative a été réalisée sous le microscope sur 24 a 28
hémisections/animal sur un total de 15 femelles GDX+EB traitées par la colchicine.

Les cellules IR-RP/SOM comptées sur les sections de VL chez 3 animaux
représentent environ 33 % des cellules IR-SOM et 28 % des cellules IR-RP
(Tableau 9). Approximativement un quart des cellules & NT du VL comptées chez 4
animaux sont doublement IR, alors que seulement 5 % de la population des cellules
IR-RP contient la NT (Tableau 9). Environ 20 % des cellules IR-SP du VL estimées
chez 8 femelles contiennent des RP ; ce qui représente environ 10 % des neurones
IR-RP (Tableau 9).
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Fig. 21: Microphotographies de cellules immunofluorescentes pour la SOM (A), la NT
(B) ou la SP (C) dans le VL de cobayes femelles GDX+EB traités par la colchicine.
Barre de calibration: 63 pm.






Fig. 22: Schémas d'hémisections frontales de VL (A-H) de 32 ym d'épaisseur
montrant la localisation des cellules IR-RP/SOM/NT (A et E), des cellules IR-
RP/NT/SOM (B et F), des cellules IR-RP/SP/SOM (C et G) et des cellules IR-
RP/SP/NT (D et H). Chaque symbole représente une cellule IR. AR: noyau arqué;
Vm: noyau ventromédian; f: fornix; VL: noyau ventrolatéral.
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Tableau 9 : Estimation des cellules IR-RP, IR-SOM, IR-NT ou IR-SP, des cellules doublement IR du VL et des pourcentages de cellules

doublement IR en fonction des populations simplement marquées.

Nombre de cellules Nombre de cellules Nombre de cellules Nombre de cellules Nombre de cellules % de cellules % de cellules
IR-RP IR-SOM IR-NT IR-SP doublement IR IR-neuropeptide IR-RP contenant
/hémisection /hémisection /hémisection /hémisection /hémisection contenant le RP le neuropeptide
RP/SOM 29,67+3,08 25,19+2,87 T — 8,90+2,54 33,77+6,86 28,7346,07
RP/NT 24794283 e 445+0,51 e 1,1040,13 24,90+2,05 4,6810,84
RP/SP 23,76£1,98 e e 12,2041,27 2,7940,29 20,1940,84 10,31+1,03

Les valeurs représentent le nombre moyen (£SEM) de cellules comptées sur 24 a 28 hémisections /animal dans le VL de cobayes femelles
GDX+EB colchicinisés.



C — Neurones triplement IR

La comparaison des photographies, prises aprées l|la double
immunofluorescence (RP + premier neuropeptide) avec celles réalisées apres
l'immunocytochimie du second neuropeptide, révéle quelques cellules triplement IR
(IR-RP/SOM/NT, IR-RP/SP/SOM et IR-RP/SP/NT), disséminées dans le VL (Fig. 22
E-H), qui montrent une fluorescence rouge nucléaire associée au RP et deux
fluorescences vertes cytoplasmiques correspondant aux neuropeptides (Fig. 23 A-
G). Les comptages des cellules triplement marquées ont été effectués sur les
photographies de cellules du VL prises chez les 24 animaux expérimentés.

-Cellules IR-RP/SOM/NT et cellules IR-RP/NT/SOM

Les cellules contenant a la fois le RP, la NT et la SOM (Fig. 22A, B, E et F),
comptées sur photographies des sections de VL de 10 animaux, sont peu
nombreuses (Tableau 10) quel que soit 'ordre de détection immunofluorescente des
2 neuropeptides (soit la SOM en premier et la NT en second, ou inversement). Une
surface de 1 mm? de VL montre en moyenne 2 cellules triplement IR pour 70 et 110
cellules IR-RP (Tableau 10). Les cellules IR-RP/SOM/NT représentent 2 % des
cellules IR-SOM et 5 % des cellules IR-RP/SOM (Fig. 24). Les neurones IR-
RP/NT/SOM (Fig. 23 A-C) représentent 14 % des cellules a NT et 22 % des cellules
IR-RP/NT (Fig. 24). Ces populations cellulaires triplement IR représentent environ 3
% des cellules IR-RP (Fig. 24).

-Cellules IR-RP/SP/SOM
Les comptages sur photographies des sections de VL de 6 animaux mettent
en évidence la présence d’environ 2 cellules IR-RP/SP/SOM par mm? de surface de
VL (Fig. 22 C et G), pour 88 cellules IR-RP et 12 cellules IR-RP/SP (Tableau 10).
Les cellules IR-RP/SP/SOM (Fig. 23 D et E) représentent 3 % des cellules IR-RP, 9
% des cellules a SP, 19 % des cellules IR-RP/SP et 5 % des cellules a SOM (Fig.
25).

-Cellules IR-RP/SP/NT

L'analyse quantitative sur photographies des sections de VL de 8 cobayes
révéle I'existence de seulement 1 cellule triplement IR par mm? (Fig. 22 D et H) pour

52



Fig. 23: Aprés photographie dans le VL (A-G) de la double réaction
immunofluorescente dirigée contre le RP (A) et la NT (B) ou contre le RP etla SP (D
et F), et élution, la SOM (C et E) ou la NT (G) sont détectées sur les mémes
sections. La comparaison de A avec B et C, celle de D avec E, et celle de F avec G
révelent la présence de cellules triplement IR (grandes fleches). Les tétes de fleches
indiquent des cellules doublement IR. Barre de calibration : 30 pm (A-C) et 35um (D-
G).






Tableau 10: Nombre moyen (+xSEM) de cellules simplement, doublement et triplement IR par mm? de surface de VL.

RP/SOM/NT (n=5) : comptages sur 80 paires de photographies

Cellules Cellules Cellules Cellules
IR-RP IR-RP/SOM IR-NT IR-SOM/NT /mm”® triplement-IR
fmm? /mm’ /mm?
71,6+6,2 8,4%1,0 3,014 1,5+0,8
RP/NT/SOM (n=5) : comptages sur 85 paires de photographies
Cellules Cellules Cellules Cellules
IR-RP IR-SOM IR-NT/SOM /mm* triplement-IR
/mm? /mm® /mm?
113,3£12,0 39,8+5,1 2,7£0,4 2,2+0,5
RP/SP/SOM (n=6) : comptages sur 107 paires de photographies
Cellules Cellules Cellules Cellules
IR-RP IR-SOM IR-SP/SOM triplement-IR
/fmm? /mm’® /fmm® /mm?
87,9+12,8 48,4£6,0 3,4+0,6 2,2+0,3
RP/SP/NT (n=8) : comptages sur 104 paires de photographies
Cellules Cellules Cellules Cellules
IR-RP IR-NT IR-SP/NT triplement-IR
/mm? /mm’? /mm* /mm?®
76,0+13,0 6,1£1,6 2,040,7 1,00,3



3% 2% 14% 5% 2%
Cellules IR-RP Cellules IR-SOM Cellules IR-NT Cellules IR-RP/SOM Cellules IR-RP/NT
Fig 24: Cellules IR-RP/SOM/NT. La portion bleue des diagrammes circulaires

représente le pourcentage de cellules triplement IR en fonction des cellules IR-RP,
IR-SOM, IR-NT, IR-RP/SOM et IR-RP/NT.

3% 9% 19% 5%
Cellules IR-RP Cellules IR-SP Cellules IR-RP/SP Cellules IR-SOM

Fig 25: Cellules IR-RP/SP/SOM. La partie bleue des diagrammes circulaires
représente le pourcentage de cellules triplement IR en fonction des cellules IR-RP,
IR-SP, IR-RP/SP et IR-SOM.

2% 4% 16% 11%
Cellules IR-RP Cellules IR-SP Cellules IR-RP/SP Cellules IR-NT
Fig 26: Cellules IR-RP/SP/NT. La partie bleue des diagrammes circulaires représente

le pourcentage de cellules triplement IR en fonction des cellules IR-RP, IR-SP, IR-
RP/SP et IR-NT.



76 neurones [R-RP et 35 cellules a SP (Tableau 10). Les cellules IR~RP/SP/NT (Fig.
23 F et G) représentent environ 2 % des cellules IR-RP, 4 % des cellules a SP, 16 %
des neurones IR-RP/SP et 11 % des cellules a NT (Fig. 26).

L’analyse quantitative révéle qu'environ 3 % des cellules IR-RP contiennent
de la SOM et de la NT (Fig. 24), 3 % de la SP et de la SOM (Fig. 25) et 2 % de la SP
et de la NT (Fig. 26).

V - Influence des cestrogénes sur les immunoréactivités SOM, NT et
SP dans le VL |

Les cellules IR-RP n’étant visualisables qu’'aprés traitement des animaux par
les cestrogénes, nous avons étudié les effets de ce traitement sur 'immunoréactivité
de chaque population neuropeptidergique dans le VL et les avons comparé a ceux
obtenus dans le noyau arqué. Pour cela, nous avons compté le nombre de cellules
IR-SOM, IR-NT ou IR-SP dans 3 groupes d’animaux traités par la colchicine
constitués de: 4 femelles GDX, 4 femelles GDX+EB et 4 femelles GDX+huile. Pour
chaque peptide, l'analyse quantitative est réalisée sur 12 sections chez chaque
animal.

L’intensité de I'immunomarquage associé a la SOM est constante dans le VL
entre les 3 groupes d’animaux (Comparer Fig. 27A avec B). Cependant le nombre
moyen de cellules IR-SOM /hémisection est supérieur chez les animaux GDX+EB
(environ 27 cellules), par rapport a celui obtenu chez les animaux GDX ou
GDX+huile (environ 14 cellules) (Fig. 28A). Cet effet des cestrogénes sur le nombre
de cellules a SOM est significatif (p<0,05) et spécifique au VL puisque les
comptages obtenus dans le noyau arqué ne mettent pas en évidence de variation
significative entre les 3 groupes d’animaux (Fig 28 A).

La population des cellules a NT dans le VL n'est pas significativement
influencée par les cestrogénes puisque d’'une part I'immunomarquage est d’intensité
constante entre les 3 groupes d’animaux (Comparer Fig. 27C avec D) et que d’'autre
part, on dénombre 4 cellules IR-NT/hémisection environ quel que soit le groupe
d’animaux examinés (Fig. 28B). De la méme fagon, ni le nombre ni l'intensité du
marquage des cellules IR-NT ne sont significativement modifiés par les cestrogénes
dans le noyau arque (Fig. 28B).
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Fig. 27: Photographies de cellules IR pour la SOM (A et B), la NT (C et D) et la SP
(E et F) dans le VL de femelles traitées par la colchicine GDX+EB (A, C et E) et GDX
(B, D et F). Barre de calibration: 67 pum.






Fig. 28: Nombres de cellules IR-SOM (A), IR-NT (B) et IR-SP (C) par hémisection
dans le VL et le noyau arqué (AR) de cobayes femelles colchicinisées: GDX,
GDX+EB et GDX+huile. Les barres d’histogramme représentent les moyennes
(£tSEM) obtenues a partir de comptages réalisés sur 12 sections dans chaque région
chez 4 cobayes/groupe. * différence significative (p<0.05; ANOVA+ test de Student-
Newman-Keuls) entre animaux GDX+EB et animaux GDX ou GDX+huile.
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L'immunoréactivité associée a la SP semble sous le contréle des cestrogénes
dans le VL car d'une part, l'intensité du marquage des cellules IR-SP semble plus
grande chez les animaux GDX+EB que chez les animaux GDX (Comparer Fig. 27E
avec F). Dautre part, chez les animaux traités par les oestrogénes 12
cellules/hémisection sont comptées contre 6 cellules chez les groupes témoins (Fig.
28C). Le nombre moyen de cellules IR-SP/hémisection chez les animaux GDX+EB
est donc pratiquement doublé. Cette augmentation est significative (p<0,05) et
semble spécifique au VL puisque dans le noyau arqué, le nombre de cellules IR-SP
est inférieur a 1 cellule/hémisection dans chacun des 3 groupes expérimentaux.

VI - Colocalisation du RP avec la NOS et avec I'un des
neuropeptides précédemment étudiés dans des cellules du VL

Cette colocalisation a été recherchée a travers I'étendue rostro-caudale du VL
sur les sections de 12 femelles GDX+EB colchicinisées, au moyen d'un triple
marquage immunocytochimique.

A — Cellules doublement IR (RP/NOS)

Les cellules IR-NOS montrent une fluorescence vert-jaune cytoplasmique
provenant du FITC (Fig. 29A). Leur localisation dans 'hypothalamus du cobaye, et
en particulier dans le VL, a été décrite récemment (Warembourg et al., 1999). Dans
les deux tiers antérieurs du VL, les cellules IR-NOS sont disséminées a travers son
étendue ventro-dorsale alors que dans la région caudale, la plupart des cellules
marquées sont groupées en position médio-basale (Fig. 30). Les cellules IR-RP,
montrant [a fluorescence rouge associée au Texas red (Fig. 29B), ont une distribution
superposable a celle des cellules IR-NOS dans le VL (Fig. 30). Des neurones IR-
RP/NOS (Fig. 29C) sont observés a travers l'étendue du VL (Fig. 30). lis
apparaissent moins nombreux dans les régions rostrale et médiane ol ils
représentent environ 35 % et 33 % de la population des cellules IR-NOS qu’au
niveau caudal ou environ 47% des cellules IR-NOS possédent des RP (Tableau 11).
La population IR-RP/NOS représente 22 % a 33 % des cellules cibles de la
progestérone a travers I'étendue du VL (Tableau 11).

54



Fig. 29: Microphotographies de cellules du VL (A-C) IR pour la NOS (A et C) et le RP
(B et C). Les cellules IR-RP/NOS (fleches) possédent une fluorescence rouge
nucleaire associee au RP et une fluorescence verte cytoplasmique pour la NOS.
Barre de calibration: 30 um
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Fig. 30: Schémas d'hémisections frontales de 16 um montrant la localisation des
cellules IR-RP/NOS/SOM (A, B et C), IR-RP/NOS/NT (D, E et F) et IR-RP/NOS/SP
(G, H et I) dans les subdivisions rostrale (A, D et G), médiane (B, E et H) et caudale
(C, F et I) du VL. La situation sur des coupes d’hypothalamus des subdivisions
représentées dans les hémisections est signalée dans les cadres sur les schémas en
haut de la figure. Chague symbole représente une cellule IR. AR: noyau arqué; f.
fornix; LA: aire hypothalamique latérale; VLr, VLm, VLc: subdivisions rostrale,
médiane et caudale du noyau ventrolatéral; Vm: noyau ventromédian; 3V: troisiéme
ventricule.



o2 o’

N o
B
g U
A9oAd ® E
.‘D o0 o 0 e A
1 %% N2 A" o e
o m@‘*e B 2 ®A’o.m o
A e e on oXe eAe & RN
o__ A ®A AoAge A o 2%k
LITN oA ®_ 6. %0A @ a2.9%%,
o r * a8 e A 8.0 R obef”e¥aeda
ae ¢ & OAD‘®O oL

®
®

‘.!‘ 4e oa
' oA
A‘fu:‘o "‘g} A e ‘u

‘9; ® & ’Uo .0 " D.’.. L g

0’ ® o‘A oA A e o A

- A‘Do; e ‘*.o ® AAO?.‘ o2be

O

@
“ A O
AD‘.. . A®
ce
® AYD A ®
& ‘.*U A[g 5 ® .
¢ eVaer@

RP/NOS/SP

* RP; a4 NOS; o Neuropeptide; ¢ RP/NOS; ¢ RP/Neuropeptide; @ NOS/Neuropeptide;
* RP/NOS/Neuropeptide.



Tableau 11 : Pourcentages de cellules IR-RP/NOS en fonction des populations de cellules IR-
RP et IR-NOS dans le VL du cobaye.

Région du VL : % de cellules IR-NOS % de cellules IR-RP
avec RP avec NOS
rostrale 35,77+2,60 22,05+2,71
médiane 33,81+2,43 22,98+1,84
caudale 47,67£2,75 33,4142,45

Les cellules IR sont comptées sur 15 hémisection dans chaque région du VL. Toutes les
valeurs représentent des moyennes (+SEM) obtenues pour 4 animaux.



B - Cellules triplement IR

1) Cellules IR-RP/NOS/SOM

Les cellules IR-RP/NOS/SOM (Fig. 31 A-E) sont observées a travers I'étendue
du VL (Fig. 30 A-C). Chaque hémisection de VL contient environ 1 cellule triplement
IR dans les subdivisions rostrale et médiane, alors qu’au niveau caudal elle montre
en moyenne 4 cellules (Tableau 12). Dans ces trois régions, la plupart des cellules
IR-NOS/SOM sont triplement IR (Tableau 12). Les celiules IR-RP/NOS/SOM
représentent environ 5 % des cellules IR-RP, 8 % des cellules IR-NOS et 7 % des
cellules IR-SOM dans les deux tiers antérieurs du VL, alors qu'au niveau caudal,
elles représentent respectivement 10 %, 15 % et 15,5 % de ces trois populations
(Fig. 32). Selon les régions du VL, entre 23 % et 33 % des cellules IR-RP/NOS entre
30 % et 40 % des cellules IR-RP/SOM, et entre 75 % et 87 % des cellules IR-
NOS/SOM sont triplement marquées (Fig. 32).

2) Cellules IR-RP/NOS/NT

Les cellules triplement IR sont observées uniquement dans les régions
médiane et caudale du VL (Fig. 30 D-F) ou elles sont sporadiquement détectées
(Tableau 13). Les cellules IR-RP/NOS/NT représentent moins de 1 % des cellules
simplement IR et IR-RP/NOS, et moins de 2 % des neurones IR-RP/NT dans les
deux tiers postérieurs du VL (Fig. 33). Entre 5 % et 10 % des cellules IR-NOS/NT
contiennent des RP dans ces régions (Fig. 33).

3) Cellules IR-RP/NOS/SP

Les cellules IR-RP/NOS/SP sont observées a travers le VL (Fig. 30 G-l).
Elles sont plus nombreuses dans la région rostrale que dans les deux tiers
postérieurs, mais leur nombre moyen /hémisection n’atteint jamais une cellule
(Tableau 14). Elles représentent moins de 2 % des cellules simplement marquées
dans chacune des subdivisions du VL (Fig. 34). Moins de 7 % des cellules IR-
RP/NOS (Fig. 31 F) et IR-RP/SP (Fig. 31 F et G) sont triplement IR au niveau rostral,
alors que dans les deux tiers postérieurs moins de 3 % sont IR-RP/NOS/SP. De 25
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Fig. 31: Photographies de cellules du VL (A-G) aprés incubation des sections avec
les anticorps anti-RP (A, C et F), anti-NOS (A, D et F), et anti-SOM (B et E) ou anti-
SP (G). La comparaison de A avec B, et celle de C avec D et E révélent la présence
de cellules triplement IR (grandes fleches). Les cellules IR-RP/NOS (fleches
evidées) sont détectées soit, avec le filtre B/G/R qui permet la détection simultanée
des deux immunoréactivités (A et F) soit, en passant du filtre N2.1 au filtre L4 qui
permettent respectivement ['observation du RP (C) et de la NOS (D). Les tétes de
fleches indiquent des cellules IR-RP/SOM (C et E) ou IR-RP/SP (F et G). Barre de
calibration: 28 um.
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Tableau 12 : Détection des cellules IR-RP/NOS/SOM

Cellules IR subdivisions
VLr VLm VLic

RP 29,37 £1,76 35,43 +2,88 38,84 + 1,87
NOS 16,97 + 1,18 22,18 £ 1,26 25,28 + 2,51
RP/NOS 5,72 £ 0,55 7,93+ 1,00 11,19 £ 1,28
SOM 18,72 £ 1,21 23,34 £ 3,07 25,17 £ 3,38
RP/SOM 3,97 £ 0,39 5,96 +£ 0,98 9,85 +£1,63
NOS/SOM 1,64 £ 0,15 2,23+0,45 4,39+ 0,69
RP/NOS/SOM 1,25+ 0,15 1,63 £ 0,36 3,83 £ 0,64

Les valeurs représentent les nombres moyens (+SEM) de cellules simplement,
doublement et triplement IR /hémisection dans les subdivisions rostrale (VLr), médiane
(VLm) et caudale (VLc) du VL du cobaye femelle (n=4). L'estimation est réalisée sur 15
hémisections dans chaque subdivision du VL.
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Fig. 32: Pourcentages de cellules IR-RP/NOS/SOM en fonction des populations
totales de neurones IR-RP, IR-NOS, IR-SOM, IR-RP/NOS, IR-RP/SOM et IR-
NOS/SOM dans les subdivisions rostrale (VLr), médiane (VLm) et caudale (VLc) du
VL.



Tableau 13 : Détection des cellules IR-RP/NOS/NT

Cellules IR subdivisions
VLr VLm VLic

RP 30,25 + 1,91 36,24 + 2,02 35,93 +£1,43
NOS 15,10 + 1,46 22,96 + 2,00 26,12+ 0,88
RP/NOS 6,30 £ 0,63 8,74 £ 0,91 13,84 + 0,57
NT 6,24 + 0,43 9,36 + 0,67 6,45 + 0,22

RP/NT 1,96 + 0,17 2,59+0,18 1,76 £ 0,12

NOS/NT 0,12 + 0,04 0,46 + 0,19 0,31+0,08

RP/NOS/NT 0 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01

Les valeurs représentent les nombres moyens (SEM) de cellules simplement, doublement
et triplement IR /hémisection dans les subdivisions rostrale (VLr), médiane (VLm) et
caudale (VLc) du VL du cobaye femelle (n=4). L'estimation est réalisée sur 15
hémisections dans chaque subdivision du VL.



10 ~

% de cellules IR-RP/NOS/NT

0 r:"”wrl—?@

IR-RP IR-NOS IR-NT IR-RP/INOS  IR-RP/NT  IR-NOS/NT

Fig. 33: Pourcentages de cellules IR-RP/NOS/NT en fonction des populations totales
de neurones IR-RP, IR-NOS, IR-NT, IR-RP/NOS, IR-RP/NT et IR-NOS/NT dans les
subdivisions médiane (VLm) et caudale (VLc) du VL.



Tableau 14 : Détection des cellules IR-RP/NOS/SP

Cellules IR subdivisions
VLr VLm Vic

RP 25,79+ 1,54 36,71+ 1,84 36,28 +2,63
NOS 19,41 £ 1,79 25,59 + 0,60 26,63 + 1,33
RP/NOS 6,40 + 0,61 8,65+ 0,55 12,29 + 0,65
SP 17,20+ 0,70 17,93 £ 0,94 7,45 + 0,64

RP/SP 4,26 £ 0,31 5,39 + 0,45 2,62 + 0,31

NOS/SP 0,52+0,13 0,35+0,09 0,16 £ 0,04

RP/NOS/SP 0,28 + 0,07 0,07 + 0,04 0,07 £ 0,03

Les valeurs représentent les nombres moyens (xSEM) de cellules simplement, doublement
et triplement IR /hémisection dans les subdivisions rostrale (VLr), médiane (VLm) et
caudale (VLc) du VL du cobaye femelle (n=4). L'estimation est réalisée sur 15
hémisections dans chaque subdivision du VL.
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Fig. 34. Pourcentages de cellules IR-RP/NOS/SP en fonction des populations totales
de neurones IR-RP, IR-NOS, IR-SP, IR-RP/NOS, IR-RP/SP et IR-NOS/SP dans les
subdivisions rostrale (VLr), médiane (VLm) et caudale (VLc) du VL.



% a 50 % des cellules IR-NOS/SP selon les régions du VL contiennent des RP (Fig
34).

VIl - (Estrogénes et colchicine: influences sur lI'activité NADPHd et
sur la coexistence du RP avec la NOS dans le VL

A — Effet des cestrogénes sur l'activité NADPHd en fonction de la
durée du traitement

L'histochimie NADPHd a été effectuée sur des sections de 60 um de cerveau
de cobayes femelles répartis en 9 groupes: GDX, GDX+EB (24 H, 48 H, 3 jours, 5
jours, ou 7 jours) et GDX+huile (3 jours, 5 jours ou 7 jours). Chaque groupe est
constitué de 4 animaux.

Les comptages mettent en évidence une augmentation du nombre de cellules
NADPHd /hémisection dans le VL des cobayes GDX+EB a 3, 5 et 7 jours par rapport
aux animaux GDX, GDX+huile, GDX+EB a 24 H et 48 H, mais I'effet est significatif
(p<0,05) seulement chez les animaux traités pendant 5 et 7 jours (Fig. 35). Le
nombre de cellules NADPHd/hémisection avoisine 72 et 69 respectivement chez les
animaux GDX+EB a 5 et 7 jours alors que I'on obtient environ 50 cellules NADPHd
dans les autres groupes (Fig. 35). Cet effet des cestrogénes sur l'activité NADPHd
semble spécifique au VL puisque aucune différence significative n'est obtenue entre
les différents groupes dans l'aire préoptique, le noyau paraventriculaire et la région
caudale du noyau arqué ou respectivement environ 19 cellules, 25 cellules et 30
cellules NADPHd/hémisection sont comptées (Fig. 35).

B - Effet de la colchicine sur I’activité NADPHd

L’estimation quantitative a été réalisée sur des sections de 16 ym de cerveau
aprés histochimie NADPHd.
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Fig. 35: Effets des cestrogenes en fonction de la durée du traitement sur le nombre
de cellules NADPHd positives dans le VL, l'aire préoptique (APO), le noyau
paraventriculaire (PV) et la subdivision caudale du noyau arqué (ARc). Les barres
d'histogrammes représentent le nombre moyen (+tSEM) de cellules /hémisection
dans les régions cérébrales de 9 groupes expérimentaux: femelles GDX, GDX+EB
(24H, 48H, 3 jours, 5 jours, 7 jours), et GDX+huile (3 jours, 5 jours, 7 jours). Chaque
groupe est constitué de 4 cobayes. Les comptages sont réalisés sur 10 hémisections
de 60 um dans le VL, 9 dans l'aire préoptique, 4 dans le noyau paraventriculaire et 5
dans le noyau arqué. * significativement (p<0.05; ANOVA+ test t de Bonferroni)
différent des animaux GDX et GDX+huile.
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1) chez des femelles non GDX+EB

L’effet de la colchicine sur l'activité NADPHd a été étudié dans un premier
temps sur des cerveaux de femelles intactes réparties en 3 groupes expérimentaux
constitués de : 4 animaux traités par la colchicine, 4 témoins ayant regu une injection
de sérum physiologique et 4 non-traités. Dans la région rostrale du VL, aucune
difféerence significative du nombre de cellules NADPHd/hémisection n’est mise en
évidence entre les 3 groupes d’animaux, alors que dans les deux tiers postérieurs, le
nombre de cellules NADPHd chez les femelles colchicinisées est significativement
(p<0,05) plus élevé (Fig. 36). L’augmentation du nombre de cellules NADPHd chez
les animaux colchicinisés est de 37 % dans la région médiane (Fig. 37 A et B) et de
26 % dans la région caudale (Fig. 37 C et D). L'action de la colchicine semble
spécifique de ces 2 régions puisque dans l'aire préoptique, le noyau paraventriculaire
et la région caudale du noyau arqué (Fig. 37 E et F), nous n'obtenons pas de
différence significative entre les différents groupes d’animaux (Fig. 36).

2) chez des femelles GDX+EB

Afin d’évaluer l'influence de la colchicine sur l'activitt NADPHd chez les
femelles GDX+EB, une étude similaire a la précédente a été réalisée sur les
cerveaux de femelles GDX+EB réparties en 3 groupes expérimentaux (traités par la
colchicine, témoins injectés par le sérum physiologique et non-traités) constitués
chacun de 4 animaux. L.’analyse quantitative s’est limitée au VL.

Les femelles traitées par la colchicine montrent pratiquement le méme nombre
de cellules NADPHd /hémisection dans la région rostrale du VL que les non-traitées
(Fig. 38), mais montrent significativement (p<0,05) plus de cellules positives dans les
subdivisions médiane et caudale du VL (Fig. 38). L’'augmentation du nombre de
cellules est de 42 % dans la région médiane alors qu’elle est de 84 % dans la région
caudale ce qui fait 58 % de plus par rapport aux résultats obtenus précédemment
chez les animaux non GDX+EB.

57



60}

B colchicine
* sérum physiologique
50 - O non-traités
40
30 1

Nombre de cellules NADPHd/hémisection

APO

VLr

Fig. 36: Effet de la colchicine sur le nombre de cellules NADPHd positives aux niveaux
rostral (VLr), médian (VLm) et caudal (VLc) du VL, dans l'aire préoptique (APO), le noyau
paraventriculaire (PV) et la région caudale du noyau arqué (ARc). Les barres
d'histogramme représentent le nombre moyen (+tSEM) de cellules/hémisection dans les
régions cérébrales de 4 cobayes femelles non GDX colchicinisés, de 4 femelles non GDX
ayant regu une injection intracérébrale de sérum physiologique et de 4 femelles non GDX
non-traitées. Les comptages sont réalisées sur 15 hémisections dans chaque subdivision
du VL, 14 dans l'aire préoptique, 10 dans le noyau paraventriculaire et 13 dans la région
caudale du noyau arqué. *significativement (p<0.05; ANOVA+ test de Student-Newman-
Keuls) différent des animaux intacts et des animaux ayant regu du sérum physiologique.



Fig. 37: Distribution des cellules NADPHd positives dans les régions médiane (A et
B), et caudale (C et D) du VL et dans la région caudale du noyau arqué (E et F) chez
des animaux traités par la colchicine (A, C et E) et chez des animaux ayant regu du
sérum physiologique (B, D et F). ARr: subdivision rostrale du noyau arqué, Vm:
noyau ventromédian; ARc: subdivision caudale du noyau arqué; VP: noyau ventral
prémamillaire. Barre de calibration: 150 um (A, B) et 75 ym (C-F).






B GDX+EB+coichicine e
@ GDX+EB+sérum phys.
U GDX+EB

35

30

25

20

15

Nombre de cellules NADPHd/hémisection

VLm

Fig. 38: Effet de la colchicine sur le nombre de cellules NADPHd positives dans le VL
de femelles GDX+EB. Les barres d'histogramme représentent le nombre, moyen
(+SEM) de cellules/hémisection dans les régions cérébrales de 4 cobayes traités par
les cestrogénes pendant 5 jours (GDX+EB), de 4 GDX+EB ayant regu du sérum
physiologique par stéréotaxie et de 4 GDX+EB traités avec 40 ug de colchicine 25H
avant le sacrifice. Les comptages sont réalisés sur 15 hémisections dans chaque
subdivision du VL. *significativement (p<0.05; ANOVA+ test de Student-Newman-
Keuls) différent des animaux GDX et des animaux GDX+sérum physiologique.



C - Influence de la colchicine sur les cellules IR-RP/NOS

Pour étudier l'influence de la colchicine sur les cellules IR-RP/NOS, les
cellules doublement IR ont été comptées sur les sections du VL de 8 femelles
GDX+EB (4 traitées par la colchicine et 4 non-traitées). Aucune variation significative
du nombre de cellules IR-NOS n’est mise en évidence entre les deux groupes
d’animaux dans la région rostrale. Par contre, ce nombre est fortement augmenté
(p<0,05) dans les régions médiane et caudale chez les animaux traités par la
colchicine. Ces derniers montrent que entre 30 % et 45 % des cellules IR-NOS
contiennent le RP dans toutes les régions du VL (Tableau 15). Ces pourcentages
sont significativement (p<0,05) inférieurs a ceux obtenus chez les femelles non-
traitées qui sont compris entre 42 % et 53 % (Tableau 15). Les pourcentages des
cellules cibles de la progestérone contenant la NOS ne varient pas significativement
entre les deux groupes d’animaux dans les régions rostrale et médiane mais sont
significativement différents (31 % et 24 %) dans la région caudale (Tableau 15).
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Tableau 15: Nombre (xSEM) de cellules IR-RP, IR-NOS et IR-RP/NOS par hémisection dans les régions rostrale (VLr), mediane (VLm) et
caudale (VLc) du VL chez des cobayes femelles GDX+EB non traités et traités par la colchicine et estimation du pourcentage (:SEM) de cellules
doublement IR en fonction des populations simplement IR.

Nombre de Nombre de Nombre de % de cellules % de cellules
cellules IR-RP cellules IR-NOS cellules IR-RP/NOS IR-NOS IR-RP
/hémisection /hémisection /hémisection avec RP avec NOS
VLr
non-traités 23,37+2,31 11,40+1,57 4,49+0,72 42.92+1,41 14,55+1,03
traités 28,26+1,62 17,55+1,44 5,43+0,66 30,46+1,73* 19,03+1,77
VLm
non-traités 35,64+1,43 14,70+1,99 7,76x1,25 46,44+2 29 21,71+3,40
traités 37,37+2,34 30,10+1,36* 9,29+0,71 34,18+0,86* 24.60+1,24
VLic
non-traités 29,85+2,34 15,51+1,39 8,27+0,66 53,21+1,42 24,44+1,79
traités 32,50+2,26 25,60+2,39* 11,28+0.79 44,70+1,46* 31,10+0,97*

Les cellules IR sont comptées sur 15 hémisections dans chaque subdivision du VL.

* significativement différent (p<0.05 test t de Student) entre cobayes traités et cobayes non-traités par la colchicine.
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DISCUSSION

| - Les populations neuronales IR-RP, neuropeptidergiques et IR-
NOS dans le VL: comparaison avec celles des autres régions
hypothalamiques

A - Cellules IR-RP

-Dans le VL

Le présent travail fournit une description précise des cellules IR-RP a travers
I'étendue rostro-caudale du VL. La comparaison de cette population neuronale chez
le cobaye male et chez le cobaye femelle révéle un nombre de cellules IR-RP
significativement plus élevé chez le male. Cette observation est en accord avec les
résultats obtenus dans les mémes conditions expérimentales par Olster et Blaustein
(1990 a). Elle differe de ceux obtenus par Brown et al. (1996) qui, utilisant la
radioautographie, montrent un nombre plus élevé de cellules marquées chez la
femelle aprés une seule injection d’EB. Elle est également en désaccord avec les
travaux de Thornton et al. (1989) qui, effectuant des dosages de RP, obtiennent
aucune différence significative entre les sexes chez des animaux traités 3 jours par
'EB. Cette différence peut résulter de la durée variable du traitement cestrogénique
ou encore de la technique de détection des récepteurs utilisée. Il est possible que le
VL de la femelle contient plus de RP que celui du méle lors des traitements courts et
que l'augmentation de la durée du traitement inverse cette tendance. La structure
chimique du stéroide injecté doit également intervenir dans I'induction du RP puisque
la méme quantité de cellules est trouvée chez le male et la femelle aprés traitement
avec un autre dérivé, le 17p-cestradiol (Olster et Blaustein, 1990 a).

- Dans les autres régions hypothalamiques

Contrairement au VL, nos résultats indiquent que l'aire préoptique chez la
femelle contient plus de cellules IR-RP que chez le méle, ce qui corrobore les
données biochimiques obtenues chez des cobayes soumis aux cestrogénes pendant
3 jours (Thornton et al., 1989), et radioautographiques chez des cobayes aprés une
seule injection d’EB (Brown et al., 1996). Par contre, ils sont en opposition avec ceux
de Olster et Blaustein (1990 a) qui montrent par immunocytochimie un nombre
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supérieur de cellules IR-RP chez le cobaye male traité par 'EB 40 H avant le
sacrifice, ce qui suggeére que l'induction du RP est fonction de la durée du traitement.

Dans I'extension rostro-caudale du noyau arqué, nous n’avons pas observé de
différence significative entre méles et femelles conformément aux résultats antérieurs
obtenus chez le cobaye (Thornton et al., 1989 ; Olster et Blaustein, 1990 a ; Brown et
al., 1996) et chez le rat (Brown et al., 1987 a ; Rainbow et al., 1982 b).

B — Cellules neuropeptidergiques

La mise en évidence des populations cellulaires IR-SOM, IR-NT et IR-SP dans
le VL (Fig. 39), n'a été possible qu'apres l'injection intracérébroventriculaire de
colchicine, et a toujours été réalisée dans les études de coexistence avec le RP
aprés induction par les cestrogénes du récepteur. Aussi, l'influence du traitement
cestrogénique sur ces 3 populations a été étudiée.

Les cestrogenes augmentent 'immunoréactivité associée a la SOM dans le VL
de fagon spécifigue puisque dans le noyau arque, nous ne détectons pas de
modification significative du nombre ni de l'intensité du marquage des neurones a
SOM. Ces résultats sont a rapprocher de ceux obtenus par hybridation in situ dans le
noyau périventriculaire (Werner et al., 1988 ; Zorilla et al., 1990) et dans le noyau
ventromédian (Baldino et al., 1988) du rat ou les cestrogénes augmentent la
synthése de SOM.

Le méme traitement cestrogénique ne modifie pas significativement le nombre
de cellules IR-NT aussi bien dans le VL que dans le noyau arqué du cobaye. Nos
résultats different de ceux rapportés chez le rat pour lesquels les oestrogénes
augmentent le nombre de cellules IR (Alexander et Leeman, 1994), et, le taux
d’ARNm de la NT dans l'aire préoptique (Alexander et al ., 1989 a) et dans la division
dorso-médiane du noyau arqué (Alexander, 1993).

Les cestrogenes augmentent le nombre de cellules a SP dans le VL de la
femelle, mais ne modifient pas I'immunoréactivité de la SP dans le noyau arqué ou
trés peu de cellules IR-SP sont détectées. Ces résultats concordent en partie avec
certaines données montrant chez le rat une stimulation de la synthése de PPT par
les cestrogénes dans I'hypothalamus (Brown et al., 1990), et plus précisément dans
le noyau ventromédian (Priest et al., 1995), alors que d'autres ne rapportent pas de
modification (Romano et al.,, 1989 a). Le nombre de cellules IR-SP est également
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Fig. 39 : Représentation schématique des différentes populations neuronales mises
en évidence dans le VL et de leurs interactions, connues ou hypothétiques, avec des
neurones de l'aire préoptique (APO) et/ou de la SGPM. NT-R : récepteur de la NT ;
SST1 : récepteur de type 1 de la SOM ; SST2A : récepteur de type 2A de la SOM.
SP-R : récepteur de la SP.






significativement augmenté par ce traitement a la fois dans le noyau ventromédian
(Akesson, 1994) et dans le noyau périventriculaire (Okamura et al., 1994 a).

Le choix d'espéces différentes peut expliquer l'opposition entre nos résultats et
certaines données bibliographiques. La durée du traitement stéroidien, comprise
entre un jour et deux semaines selon les études et son mode d'administration, soit
par injection sous-cutanée ou par implantation sous-cutanée d’'une capsule Silastic,
sont d'autres facteurs a considerer. La technique utilisée pour la détection des
neuropeptides, souvent limmunocytochimie ou !'hybridation in situ, intervient
vraisemblablement dans ces différences ainsi que la délimitation suivant différentes
nomenclatures des régions examinées.

Il est vraisemblable que les cestrogénes agissent directement sur ['activation
de la synthése peptidergique via leurs récepteurs et ainsi modulent la neurosécrétion
dans les réseaux neurochimiques qui contrélent I'expression des comportements.

Aucune variation significative de l'immunoréactivité des trois populations
cellulaires (IR-SOM, IR-NT et IR-SP) n'est détectée dans le noyau arqué qui contient
des cellules IR-RE (DonCarlos et al., 1991) et IR-RP (Warembourg et al., 1986 ;
Blaustein et al., 1988) ne synthétisant pas la SOM ou la NT (Warembourg et Jolivet,
1994). On peut penser que les cestrogenes n’influencent pas directement la synthese
de NT et de SOM dans le noyau arqué, mais peuvent moduler I'activité de ces
populations neuropeptidergiques par l'intermédiaire d’inter-neurones.

Puisque la colchicine provoque un blocage du transport axonal microtubulaire
mais peut aussi stimuler la synthése de neuropeptides comme il a été montré chez le
rat pour la NT dans le noyau arqué (Kiyama et Emson, 1991) et pour la SP dans le
noyau ventromédian (Boyer et al., 1994), 'augmentation de I'immunoréactivité peut
aussi résulter, soit d’'une synthése accrue du neuropeptide, soit d'une diminution de
sa libération.

C — Cellules NADPHd et cellules IR-NOS

Apreés la mise en évidence des cellules NADPHd et IR-NOS dans le VL (Fig.
39), les influences des cestrogénes et de la colchicine sur ces populations cellulaires
ont également été étudiées avant d'entreprendre des triples réactions
immunocytochimiques.
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-Effet du traitement cestrogénique sur I’activité NADPHd

L’augmentation significative du nombre de cellules NADPHd dans le VL des
cobayes soumis aux cestrogénes pendant 5 jours traduit une stimulation de I'activité
NOS puisque Warembourg et al. (1999) ont récemment démontré que toutes les
cellules NADPHd du VL sont IR-NOS. Nos résultats sont a rapprocher de ceux de
Weiner et al. (1994) qui montrent une influence des stéroides gonadiques sur
l'activité NOS, mesurée par la production de L-citrulline, dans le systéme nerveux du
cobaye et des études qui mettent en évidence dans le VMvl du rat une augmentation
de l'activité NADPHd (Ceccatelli et al., 1996) et de la synthése d’ARNm de la NOS
dans les deux tiers postérieurs de ce noyau (Rachman et al., 1998).

Ces données laissent supposer que l'action des stéroides gonadiques sur
l'activité NOS dans le VL s’exerce par l'intermédiaire des récepteurs stéroidiens.
Cette hypothése semble confirmée par les travaux de Okamura et al. (1994 c) qui ont
démontré la présence du RE dans 70 % des cellules NADPHd du VMvlI, et par ceux
de Warembourg et al. (1999) qui ont estimé que la moitié des cellules IR-NOS du VL
sont cibles de la progestérone.

Contrairement aux résultats obtenus dans le VL, nous n’'avons pas mis en
évidence de variation significative de lactivitt  NADPHd sous [influence des
cestrogénes dans l'aire préoptique, le noyau paraventriculaire et le noyau arqué
postérieur, ce qui suggére une action spécifique au VL des hormones gonadiques
sur l'activité NOS. Nos résultats sont en accord avec ceux de Wang et Morris (1999)
qui n‘observent pas de variation du nombre de cellules NADPHd dans le noyau
paraventriculaire du rat, mais par contre en contradiction avec ceux de Okamura et
al. (1994 b) qui montrent une augmentation de I'activitt NADPHd dans le noyau
préoptique médian de rats ovariectomisés soumis aux cestrogenes pendant 2 jours.
Cette disparité pourrait provenir selon I'espéce, d’'une réceptivité des cellules NOS de
I'aire préoptique différente pour les cestrogénes.

-Effet de la colchicine sur I’activité NADPHd

L'injection intracérébrale de colchicine augmente de fagon significative le
nombre de cellules NADPHd dans les subdivisions médiane et caudale du VL.
L’'augmentation est plus importante chez les animaux GDX+EB que chez les
animaux intacts ce qui suggére une addition des effets de la colchicine et des
cestrogeénes. L'effet de la colchicine sur I'activitt NADPHd, et par conséquent sur
I'activité NOS, semble spécifique au VL puisque nous n'obtenons pas de différence
significative du nombre de cellules marquées dans l'aire préoptique, le noyau

62



paraventriculaire et le noyau arqué postérieur entre les animaux traités par la
colchicine et les animaux non-traités. Dans le noyau arqué et dans le noyau
périventriculaire hypothalamique, nos résultats concordent avec ceux obtenus chez
le rat par Lumme et al. (1997) et par Vanhatalo et al. (1998) qui ne constatent pas de
variation du nombre de cellules NADPHd. Par contre, dans le noyau
paraventriculaire, ils sont en contradiction avec ceux de Lumme et al. (1997) qui
trouvent un nombre supérieur de cellules NADPHd. Cette différence peut provenir
soit d’'une sensibilité des cellules NADPHd du noyau paraventriculaire supérieure a la
colchicine chez le rat ou de la dose de colchicine administrée. L’influence de la
colchicine sur l'activité NOS dans le VMvl n’a jusqu’a présent, fait I'objet d’aucune
étude.

L'activation spécifique de l'activité NOS dans le VL, que nous montrons, ne
semble pas associée a l'expression d’un stress, puisque le stress provoqué par
l'injection de colchicine induit I'apparition de la protéine c-Fos principalement au
niveau du noyau paraventriculaire (Ceccatelli et al., 1989). Si la colchicine est
connue pour arréter le transport axonal, en dissociant les microtubules, et permettre
la rétention des produits synthétisés dans le péricaryon (Alonso, 1988), des travaux
récents ont montré un effet de cette drogue sur la synthése peptidergique dans des
régions diencéphaliques précises. Par exemple, la colchicine stimule chez le rat, la
synthése dans l'aire préoptique de galanine (Cortés et al., 1991), dans le noyau
paraventriculaire de la NT (Kiyama et Emson, 1991), des enképhalines et de la
corticolibérine (Ceccatelli et al., 1991), et dans le noyau ventromédian de la SP
(Boyer et al., 1994). 1l est possible que I'injection de colchicine augmente I'expression
de la NOS dans le VL. On peut penser que la répartition des cellules réceptives a
I'effet de la colchicine dans les subdivisions médiane et caudale du VL n'est pas
aléatoire mais est en relation avec une implication fonctionnelle qui reste a
démontrer.

La colchicine est un agent neurotoxique efficace (Goldschmidt et Steward,
1989), puisque sa liaison a la tubuline est quasiment irréversible (Goldschmidt et
Steward, 1982). Une étude récente démontre qu'elle peut provoquer I'apoptose des
neurones de la couche des grains de cervelet qui montrent une augmentation du
marquage de la NOS et un accroissement de la production de NO (Bonfoco et al.,
1995). De plus un « donneur » du NO tel que le S-nitroso-N-acétyl-pénicillamine
(SNAP) peut induire I'apoptose dans des neurones de la couche des grains de
cervelet (Bonfoco et al., 1996). L’apoptose résulte de I'altération de I'organisation du
cytosquelette par fragmentation des protéines microtubulaires (Bonfoco et al., 1995)
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et de la déamination de 'ADN et de ses constituants (Wink et al., 1991) sous I'effet
du NO. Ce dernier stimule le systéme glutamatergique (Montague et al., 1994), qui a
son tour augmente la production de NO (Bredt et Snyder, 1989). A partir de ces
donnees, on peut envisager que la colchicine induit dans le VL la production de NO,
a la fois par une augmentation de I'activité NOS et par une stimulation du systéme
glutamatergique, qui pourrait entrainer I'apoptose.

Il - Caractérisation neurochimique des populations IR-RP du VL.

Les populations cellulaires IR-SOM, IR-NT, IR-SP et IR-NOS ayant des
distributions superposables a celle des neurones IR-RP dans le VL, nous avons
montré au moyen de doubles et de triples marquages immunocytochimiques la
coexistence du RP avec 2 neuropeptides (SOM et NT, SP et SOM, SP et NT) et la
présence de SOM, de NT ou de SP dans des neurones ou le RP coexiste avec la
NOS.

A - Considérations méthodologiques

- élution

L'élution est nécessaire pour éviter les réactions croisées lors de la révélation,
car tous les anticorps primaires anti-neuropeptides dont nous disposons sont réalisés
chez le lapin. Pour éliminer totalement les immunoréactivités détectées au cours de
la premiére étape et pour éviter [l'altération des épitopes séquentiels ou
conformationnels du second neuropeptide recherché, la concentration du mélange
permanganate de potassium/acide sulfurique permettant I'élution, et le temps de
ringage des sections dans cette solution ont d{ étre déterminés avec précision. Nous
avons toujours mis en évidence la SP au cours de la premiére étape car I'antigénicité
de ce neuropeptide est détruite par I'élution. L’intensité du marquage du second
neuropeptide est en général plus faible que celle du premier, et souvent
accompagnée d'une augmentation de la fluorescence non-spécifique du tissu. De ce
fait, la technique d'élution peut nous avoir conduits & sous-estimer le nombre de
cellules IR dans la seconde étape et par conséquent le nombre et la proportion de
cellules triplement marquées.
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- triples marquages immunofluorescents

Les anticorps primaires utilisés pour mettre en évidence la présence du RP, de
la NOS et d'un neuropeptide (SOM, NT, ou SP) dans le VL provenaient d'espéces
différentes. Leur visualisation a été assurée par des anticorps secondaires et des
systtmes d’amplification liés a des fluorochromes différents, ce qui a facilité
I'estimation sous microscope des populations doublement et triplement IR. De ce fait,
les pourcentages des populations neuronales doublement et triplement marquées
ont pu étre calculés en fonction de toutes les populations cellulaires simplement et
doublement IR.

B - Populations neuronales doublement et triplement IR identifiées
(Fig. 39)

-Cellules IR-RP/SOM

Environ un tiers des cellules IR-RP observées dans le VL contiennent la SOM
chez le cobaye méle et chez le cobaye femelie. Cette population coexiste avec
d'autres populations cellulaires, précédemment démontrées, cibles de la
progestérone sécrétant de la NT (Warembourg et Jolivet, 1994), de la SP (Nielsen et
Blaustein, 1990 ; Olster et Blaustein, 1992 a, b) ou des enképhalines (Olster et
Blaustein, 1990 b). Comme toutes les cellules IR-RP contiennent le RE
(Warembourg et al., 1989 ; Blaustein et Turcotte, 1989), nos résultats peuvent étre
comparés a ceux obtenus dans les études de colocalisations entre le RE et la SOM
qui montrent qu’environ un tiers des cellules IR-RE du VMvI du rat sécrétent la SOM
(Herbison, 1994).

Bien que la distribution des cellules IR-RP soit superposable a celle des
neurones IR-SOM dans l'aire préoptique, nous n’avons pas trouvé de colocalisation.
De la méme fagon, Herbison et Theodosis (1993) n'ont pas montré de coexistence
entre le RE et la SOM dans la région périventriculaire chez le rat. Par contre, les trois
quarts des cellules 8 SOM de la région périventriculaire hypothalamique chez le rat
male contiennent des récepteurs de la testostérone (Huang et Harlan, 1994 ;
Bingaman et al., 1994 ; Herbison, 1995) ce qui suggére un contréle des androgénes
sur I'expression de la SOM.

La coexistence trés sporadique de la SOM et du RP, observée dans le noyau
arqué du cobaye, témoigne en faveur d'une influence indirecte des stéroides
gonadiques sur les cellules a SOM.
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Nous avons constaté la présence de terminaisons a SOM au contact des
corps cellulaires IR-RP. Ces neurones pourraient libérer du GHRH, puisque environ
30 % des neurones a GHRH du noyau arqué sont la cible des cestrogenes (Shirasu
et al., 1990) qui modulent I'expression du GHRH dans '’hypothalamus du rat (Senaris
et al,, 1992). De plus, des boutons synaptiques contenant de la SOM ont été
observés dans le noyau arqué au contact des cellules 8 GHRH (Liposits et al., 1988 ;
Horvath et al., 1989) qui possédent des récepteurs de la SOM (Bertherat et al.,
1992 ; McCarthy et al., 1992). La coexistence du GHRH et du RP dans les neurones
du noyau arqué reste cependant a démontrer.

-Cellules IR-RP/NT, IR-RP/SP, IR-RP/NOS et cellules triplement IR

Environ 34 % des cellules IR-SOM, 25 % des cellules IR-NT et 20 % des
cellules IR-SP contiennent des RP dans le VL ce qui confirme les données
précédemment publiées (Nielsen et Blaustein, 1990 ; Olster et Blaustein, 1992 a ;
Warembourg et Jolivet, 1994). Les cellules IR-RP/SOM représentent une population
neuronale plus grande que celle des cellules IR-RP/SP qui sont plus nombreuses
que les neurones IR-RP/NT. Bien que ces populations neuronales montrent des
distributions superposables dans le VL, nous n'avons pas mis en évidence une
population cellulaire substantielle qui contienne a la fois le RP et au moins deux
neuropeptides (SOM et NT, SP et SOM, ou SP et NT), méme si environ 5% des
cellules IR-RP/SOM sécrétent de la NT, 22 % des neurones IR-RP/NT contiennent
la SOM, environ 19 % et 16 % des cellules IR-RP/SP sécretent respectivement de la
SOM et de la NT. Le pourcentage de cellules IR-RP du VL possédant deux
neuropeptides reste inférieur 8 5 % : 3 % des cellules contiennent la SOM et la NT
ou la SOM et la SP, et 2 % sécrétent a la fois la SP et la NT.

Les cellules IR-RP/NOS représentent 30 % a 45 % des cellules IR-RP chez les
animaux colchicinisés. Ces pourcentages sont inférieurs a ceux estimés par
Warembourg et al. (1999) qui obtiennent des taux de colocalisation supérieurs a 50
% pour toutes les subdivisions du VL, ce qui nous a conduit & examiner 'influence de
la colchicine sur la coexistence RP/NOS. Dans les deux tiers antérieurs du VL, la
colchicine diminue le pourcentage des cellules IR-NOS contenant le RP, mais ne
modifie pas celui des cellules IR-RP contenant la NOS ce qui traduit une
augmentation du nombre des cellules IR-NOS dépourvues de RP. Par contre, dans
la région caudale, le pourcentage des cellules IR-RP contenant la NOS est
significativement supérieur chez les animaux colchicinisés démontrant une
augmentation de la synthése de la NOS dans des cellules cibles de la progestérone.
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Cette sélectivité de la colchicine pourrait étre associée a des implications
fonctionnelles différentes de subpopulations cellulaires dans le VL.

Ce travail est le premier a examiner la coexistence du RP et de la NOS avec un
neuropeptide. Bien que les cellules IR-RP/NOS contenant la SOM s’observent dans
toutes les subdivisions du VL, elles sont plus nombreuses dans la région caudale
que dans les deux tiers antérieurs du noyau. La coexistence du RP et de la NOS
avec de la NT est rarement observée. Une petite sous-population de cellules IR-
RP/NOS/SP est mise en évidence dans la région rostrale du VL alors que ces
cellules sont sporadiquement détectées dans les deux tiers postérieurs du noyau.
Des études réalisées chez le rat ont montré des coexistences de la NOS ou de la
NADPHd avec la SOM dans I'hypothalamus (Alonso et al., 1992 ; Yamada et al.,
1996) et dans des structures télencéphaliques comme le striatum (Rushiow et al .,
1995 ; Figueredo-Cardenas et al., 1996) et I'hippocampe (Dun et al., 1994). Environ
12 % des neurones IR-NOS sécretent la SOM dans le VMvI du rat (Yamada et al.,
1996), ce qui est en accord avec nos pourcentages (environ 11 %). Aucune étude
concernant la coexistence de la NT avec la NOS ou la NADPHd n’avait été réalisée a
ce jour. Yamada et al. (1996) ont montré qu’environ 11 % des neurones du VMvI
contenant I'activité NADPHd présentent 'immunoréactivité associée a la NOS et a la
SP. Ce pourcentage est trés supérieur a celui que nous rapportons dans le VL du
cobaye. Cette disparité pourrait provenir du contenu neurochimique des cellules IR-
NOS différent selon les especes ou étre due a une distribution spécifique de la NOS
a travers le VL qui est plus étendu que le VMvI. Elle ne peut pas étre attribuée au
traitement cestrogénique puisque celui-ci augmente le nombre de cellules IR-SP
comme nous l'avons précédemment rapporté. La dose de 40 pg de colchicine que
nous injectons, peut nous avoir conduits a sous-estimer le nombre de cellules
triplement IR, mais une dose de 100 ug, souvent utilisée, qui favorise la visualisation
d'un plus grand nombre de cellules neuropeptidergiques, diminue le nombre des
cellules IR pour les récepteurs stéroidiens (Axelson et Van Leewen, 1990 ; Yuri et
Kawata, 1992 ; Warembourg et Jolivet, 1993).

lil — Projections des neurones IR-RP/SOM du VL vers la SGPM

Afin de mieux appréhender le role physiologique des cellules IR-SOM que nous
trouvons en quantité substantielle dans le VL, nous avons déterminé leurs
efférences, en particulier en direction du mésencéphale.
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A - Considérations méthodologiques

-Choix des traceurs

Les résultats obtenus nous ont conduits a utiliser successivement trois
traceurs différents. L'injection de FG par microélectroiontophorése dans la SGPM a
donné des sites de petits diamétres d'ou un nombre trés limité de neurones FG+
dans le VL. Suite a cet échec, un essai d’injection par pression du FG a été effectué,
afin d'obtenir des sites plus étendus de fagon a visualiser un nombre supérieur de
cellules marquées. Cependant, la quantité élevée de cellules gliales et le faible
nombre de neurones FG+ observés dans le VL nous ont contraints a utiliser d'autres
traceurs fluorescents: le TB et les BV. Ces traceurs ont été injectés par pression pour
favoriser I'obtention d’un site étendu. Le TB est le seul traceur ayant permis la mise
en évidence d'un nombre conséquent de cellules marquées dans le VL. Il est
probable que cette observation résulte de la structure chimique du TB. Ce traceur est
en effet difficilement soluble d'ou une diffusion et captation lentes par les cellules au
niveau du site d'injection (Hokfelt et al., 1983). Comme le FG (Schmued et Fallon,
1986 ; Wessendorf, 1991), le TB pénétre dans la cellule par endocytose, au niveau
des terminaisons nerveuses et des fibres Iésées, mais aussi par diffusion a travers la
membrane plasmique des fibres de passage au niveau du site d'injection
(Sawchenko et Swanson, 1981 ; Condé et al., 1990). |l se lie ensuite aux acides
nucléiques cytoplasmiques et nucléaires (Bentivoglio et al., 1979). Aprés passage
des sections cérébrales dans du tampon, lors des réactions immunocytochimiques,
le TB migre rapidement hors des cellules diminuant [intensité du marquage
(Sawchenko et Swanson, 1981 ; Hokfelt et al., 1983 ; Skirboll et al., 1984). Cette
caractéristique rend nécessaire la photographie des cellules TB+ avant
I'immunocytochimie. Contrairement aux traceurs cristallins, les BV diffusent peu
(Katz et al., 1984), et montrent une fluorescence stable en phase aqueuse.
Cependant, elles ne marquent qu'un nombre restreint de cellules marquées,
probablement parce qu'elles sont exclusivement transportées dans des vésicules
aprés endocytose (Katz et al., 1984) et ne traversent pas la membrane plasmique
des fibres de passage au niveau du site d’injection.

-Temps de(survie

Le temps de survie a di étre fixé en tenant compte du fait que la colchicine,
injectée 25 H avant le sacrifice des animaux, blogue la migration des traceurs et que
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des cellules gliales TB+ apparaissent 8 a 10 jours apres l'injection du TB (Skirboll et
al., 1984). Il a du étre suffisamment long pour permettre la rétention du traceur dans
le péricaryon, mais pas trop, pour éviter au maximum son apparition dans les cellules
gliales.

B - Données anatomiques

- Cellules IR-RP/TB et cellules IR-RP/BV

Nous montrons que 14 % et 6 % des cellules IR-RP se projettent vers le
mésencephale respectivement aprés injection de TB et de BV. Ces pourcentages
sont inférieurs a celui obtenu par Ricciardi et Blaustein (1994) qui montrent que 21 %
des cellules IR-RP se projettent vers la SGPM aprés injection de FG. Cette
différence pourrait provenir de la nature du traceur injecté. Par contre, nos résultats
sont trés proches de ceux obtenus chez le rat par DonCarlos et Morrell (1990) qui
montrent qu’'environ 15 % des cellules IR-RP sont FG+ dans le VMvI

-Cellules IR-RP/SOM se projetant vers la SGPM (Fig. 39)

Aprés l'injection de TB, nous montrons que 13 % et 29 % respectivement des
cellules IR-SOM et IR-RP/SOM du VL se projettent vers la SGPM. Nous confirmons
ces résultats aprés injection des BV puisqu’un peu moins d’un tiers des cellules IR-
RP/SOM se projettent vers cette région. Par contre, avec ce traceur seulement 7 %
des cellules IR-SOM du VL ont des projections vers le mésencéphale. La SGPM est
donc un des sites de libération de la SOM sous l'influence de la progestérone.

IV - Implications du RP, des neuropeptides et du NO dans les
fonctions de reproduction et en particulier dans la lordose

A - Fonction du RP

Nous avons mis en évidence des nombres différents selon le sexe de cellules
IR-RP dans le VL et dans l'aire préoptique, deux régions impliquées dans la lordose.
Le VL constitue un substrat anatomique pour les stéroides gonadiques qui contrdlent
la réceptivité sexuelle (Morin et Feder, 1974 ; Delville et Blaustein, 1991). Les
neurones de l'aire préoptique exercent une influence inhibitrice sur la lordose
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(Rodriguez-Sierra et Terasawa, 1979 ; Yamanouchi et Arai, 1983 ; Takeo et al,
1993). Les RP présents dans ces deux régions agissent sur les génes cibles
contrélant la libération ou l'expression de neuromodulateurs impliqués dans la
lordose (Fig. 40). La présence de RP fonctionnels est en effet indispensable a
I'expression de la réceptivité sexuelle puisque l'injection intracérébrale d’un inhibiteur
compétitif de la progestérone (Brown et al., 1987 b) ou d'oligonucléotides antisens de
'ARNm du RP (Pollio et al., 1993 ; Mani et al., 1994 ¢ ; Ogawa et al., 1994) bloque la
lordose (Fig. 40). La progestérone n'est pas le seul "facteur" pouvant stimuler le RP
(Fig. 40). En effet, 'addition de dopamine a des cellules transfectées par le géne du
RP (Power et al., 1991) ou de GnRH a des cellules pituitaires en culture (Waring et
Turgeon, 1992), ainsi que linjection intracérébroventriculaire d'un agoniste du
récepteur de la dopamine (Mani et al., 1994 a), provoque une activation du RP (Fig.
40), indépendante du ligand, qui est bloquée par le RU 486, un antagoniste de la
progestérone (Fig. 40), ou par des oligonucléotides antisens de 'TARNm du RP (Mani
et al., 1994 a). Auger et al. (1997) constatent également, sous leffet de
I'accouplement, une activation du RP indépendante du ligand (Fig. 40) qui peut jouer
un role fonctionnel dans la lordose chez le rat ovariectomisé et adrénalectomisé. Ces
auteurs suggerent qu'apres son activation, le RP stimule la synthése de dopamine
(Fig. 40) puisque le taux de dopamine augmente dans I'hypothalamus ventromédian
aprés I'accouplement (Vathy et Etgen, 1989). Ces données montrent que la synthése
peptidergique induite par le RP est sous la dépendance de son activation par la
progestérone mais aussi par des neurotransmetteurs, des neuromodulateurs et des
stimuli comportementaux.

Le nombre supérieur de cellules IR-RP que nous montrons dans ['aire
préoptique chez la femelle pourrait étre associé au controle des stéroides
gonadiques sur I'ovulation qui est dépendante de la sécrétion de la GnRH effectuée
par des cellules spécifiques de I'aire préoptique chez le cobaye (Watson et al., 1992).

B- Actions possibles des neuropeptides
La signification physiologique de la coexistence de plusieurs neuropeptides

dans la méme cellule n'est pas connue. Dans ce chapitre, nous discuterons du réle
que peut jouer chaque peptide.
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- Action de la SOM

Le nombre de cellules IR-SOM augmente sous I'effet des cestrogénes dans le
VL et environ un tiers des cellules IR-RP du VL sécrétent la SOM. La sécrétion de
SOM par les neurones du VL est donc étroitement dépendante des stéroides
gonadiques, ce qui suggére une implication de la SOM dans la réceptivité sexuelle.
L’influence de la SOM sur la lordose n'est cependant pas déterminée. Kow et al.
(1994) ont toutefois rapporté que la plupart des agents qui facilitent la lordose
comme l'ocytocine, la prolactine ou la thyrolibérine, augmentent I'activité électrique
des neurones et stimulent un systéme de messagers secondaires, par la voie des
inositols phosphates. Par contre, les substances inhibant la lordose comme la
dopamine, le neuropeptide Y ou la B-endorphine, freinent I'activité neuronale et
diminuent la production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), un autre
messager secondaire, via une altération de I'adenylate cyclase (Kow et al., 1994).
Or, la SOM inhibe l'activité électrique de neurones hypothalamiques (Renaud et al.,
1976) et module certaines fonctions cérébrales par une inhibition de l'activité de
'adenylate cyclase (Epelbaum, 1986). Ces données sont donc en faveur d’'une
action inhibitrice de la SOM sur la lordose. Ceci reste a vérifier en calculant le
quotient de lordose, qui correspond au nombre de dorsiflexions divisé par le nombre
d’accouplements, aprés injection de SOM dans l'aire préoptique ou dans le
mésencéphale, regions cibles des cellules du VL.

Nous montrons qu’environ un tiers des cellules IR-RP/SOM du VL se
projettent vers la SGPM, ce qui constitue un argument supplémentaire en faveur
d’'une action de la SOM sur la lordose (Fig. 39). Le mésencéphale posséde un role
facilitateur sur la réceptivité sexuelle puisqu'une stimulation électrique de la SGPM
provoque la lordose chez le rat (Sakuma et Pfaff, 1979 a) tandis qu’une lésion de
cette région diminue ce réflexe (Sakuma et Pfaff, 1979 b). Le mésencéphale module
aussi la receptivité sexuelle en intégrant les informations en provenance de
I'hypothalamus (Sakuma et Pfaff, 1982). En effet, la stimulation de I'’hypothalamus
ventromédian de rats ovariectomisés et traités aux cestrogenes facilite la lordose et
augmente ['activité électrique des neurones de la SGPM (Pfeifle et al., 1980 ;
Edwards et Pfeifle, 1981). Inversement, la section des connexions hypothalamo-
mesencéphaliques altére le déroulement de la lordose (Manogue et al., 1980 ;
Phelps et al., 1980 ; Edwards et Pfeifle, 1981). Les neurones mésencéphaliques
cibles des neuropeptides contrélent la dorsiflexion associée a la lordose puisqu'une
stimulation électrique des neurones du noyau gigantocellulaire, qui regoit des
afférences de la SGPM chez le rat, provoque une réponse des muscles dorsaux
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impliqués dans la position lordotique (Robbins et al., 1990). L'effet de la SOM
pourrait s'exercer de fagon directe dans des neurones de la SGPM par l'intermédiaire
de récepteurs SST1 (Breder et al., 1992) et/ou SST2A (Dournaud et al., 1998),
couplés a des protéines G (Epelbaum, 1986). Ces derniéres stimulent des systémes
de messagers secondaires et modifient la conductance de canaux calciques et
potassiques qui perturbent I'activité électrique des neurones cibles (Reisine, 1995).
En diminuant I'activité électrique des neurones mésencéphaliques, par régulation des
conductances ioniques, la SOM exercerait une influence inhibitrice sur la lordose.

La lordose peut aussi étre modulée par les neurones IR-RP/SOM du VL qui
ne se projettent pas vers la SGPM. La démonstration récente de la projection d’une
sous-population de neurones IR-RE/SOM du noyau ventromédian du mouton en
direction de I'aire préoptique rostrale (Goubillon et al., 1999) suggére que les cellules
IR-RP/SOM du VL pourraient avoir des efférences vers l'aire préoptique (Fig. 39). La
SOM inhibe la libération de GnRH a partir de fragments hypothalamiques (Rotsztejn
et al.,, 1982). Or, la GnRH facilite la réceptivité sexuelle via une action qui est
independante de I'éminence médiane (Moss et McCann, 1973 ; Pfaff, 1973). La
lordose est en effet stimulée par l'injection de GnRH dans le mésencéphale chez des
rats ovariectomisés traités par les cestrogénes, inversement, elle est supprimée par
I'application d'un anticorps anti-GnRH dans cette région (Riskind et Moss, 1979 ;
Sakuma et Pfaff, 1983). La SOM sécrétée par les neurones du VL du cobaye cibles
de la progestérone pourrait inhiber la libération de GnRH au niveau de laire
préoptique et par conséquent freiner le déroulement de la lordose au niveau du
meésencéphale.

-Action de la NT

L'influence de la NT sur la réceptivité sexuelle n’est pas encore établie. La NT
stimule l'activité électrique de neurones télencéphaliques (Sawada et al., 1980) et
mésenceéphaliques (Jolas et Aghajanian, 1996) en agissant sur la voie des inositols
phosphates (Erwin et Radcliffe, 1993 ; Wu et al.,, 1995). Ces arguments sont en
faveur d’'une influence stimulatrice de la NT sur la réceptivité sexuelle d’aprés les
données de Kow et al. (1994) que nous avons précédemment mentionnées. Les
projections des cellules IR-NT du VL ne sont pas encore connues. Ces cellules
pourraient constituer, comme les neurones a SOM, une population neuronale,
vraisemblablement impliquée dans la lordose, se projetant vers le mésencéphale ou
quelques récepteurs a NT sont décrits chez le rat (Fig. 39; Young et Kuhar, 1981 ;
Moyse et al., 1987).
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Etant donné que I'administration intracérébrale de NT dans I'aire préoptique
du rat en preestrus stimule la sécrétion de LH (Ferris et al., 1984), elle pourrait
faciliter indirectement la réceptivité sexuelle en agissant sur la sécrétion de la GnRH.
La projection des cellules IR-RP/NT du VL vers I'aire préoptique reste & vérifier (Fig.
39) et la mesure du quotient de lordose chez des animaux ayant regu une injection
intracerébrale de NT dans l'aire préoptique ou dans le mésencéphale permettrait de
préciser son influence stimulatrice.

- Actionde la SP

L’application de SP au niveau de la SGPM du cobaye (Blaustein et al., 1991)
ou du rat (Dornan et al., 1987) ovariectomisés stimule la lordose. Inversement,
I'injection d'un anticorps anti-SP dans cette région bloque la réceptivité sexuelle chez
le rat (Dornan et al., 1987). La SP est donc un agent facilitant la lordose.

Etant donné qu'une proportion substantielle de cellules IR-SP du VMvi chez le
rat (Dornan et al., 1990) et du VL chez le cobaye (Ricciardi et al., 1994) émettent des
prolongements en direction de la SGPM qui contient des récepteurs de la SP
(Quirion et Dam, 1985), il est possible que les neuropeptides co-synthétisés par les
neurones du VL, sous l'influence de la progestérone, soient libérés simultanément a
proximité de neurones de la SGPM contenant le RE comme il a été décrit pour ia SP
(Fig. 39 ; Turcotte et Blaustein, 1997).

C -~ Role du NO

- Considérations sur la fonction du NO dans la lordose

La présence de NOS dans une proportion substantielle de cellules IR-RP
suggere une action directe de la progestérone sur la production de I'enzyme (Fig.
39). La NOS en produisant le NO facilite le réflexe de lordose puisque l'injection
intracérébrale d’'un inhibiteur de la NOS réduit 'intensité et la durée du réflexe chez
le rat (Fig. 41; Mani et al., 1994 b; Chu et al., 1999). Nous constatons que la
colchicine augmente, comme les cestrogenes, I'activité NOS dans le VL (Fig. 41). Or,
la colchicine retarde I'apparition de la lordose induite par les cestrogénes chez le rat
(Fig. 41 ; Harlan et al., 1982 ; Meyerson, 1982). L'injection intracérébrale d'inhibiteurs
de la synthése protéique bloque la réceptivité sexuelle (Whalen et al.,, 1974 ;
Rainbow et al., 1982 b ; Meisel et Pfaff, 1984, 1985) ce qui suggére que la colchicine
bloque, dans un premier temps, le transport axonal empéchant la libération des
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neuromodulateurs et/ou des neurotransmetteurs synthétisés sous linfluence des
stéroides gonadiques. La colchicine, comme nous l'avons déja rapporté, exerce une
action stimulatrice sur I'expression de neuropeptides comme la NT (Kiyama et
Emson, 1991) qui peuvent avoir une influence inhibitrice sur la lordose. Ces deux
actions intracellulaires provoqueraient un blocage temporaire de la lordose. Dans un
deuxiéme temps, la colchicine stimulerait la synthése de la NOS dans le VL.
L'intégration de signaux peptidergiques inhibant la lordose conduirait alors a une
altération de la réceptivité sexuelle qui serait suivie dés la réversibilité de I'action de
I'alcaloide sur le cytosquelette, par une stimulation de la lordose a la fois sous I'effet
de la libération des neuropeptides produits sous [l'action des stéroides et de
I'augmentation de la synthese du NO.

Le GMPc est I'un des médiateurs chimiques des effets du NO, parce qu'un
“donneur” du NO augmente le taux de GMPc alors qu'un “chélateur” du NO le
diminue dans 'hypothalamus de rats femelles (Bhat et al., 1996). La présence de
I'enzyme produisant le GMPc, la guanylate cyclase, stimulée par le NO de fagon
dose dépendante, est nécessaire pour la mise en place du comportement sexuel
(Chu et Etgen, 1997). L’élévation du taux de GMPc stimule la lordose alors que sa
diminution linhibe. Récemment, les mémes auteurs (Fig. 42 ; Chu et al., 1999) ont
suggéré que l'augmentation de la production de GMPc sous l'effet du NO provoque
I'excitation d’une protéine kinase spécifique dont I'activité est dépendante du GMPc
(Fig. 42). Cette kinase est indispensable puisque son inhibition empéche ['apparition
du réflexe (Chu et al.,, 1999). Le GMPc appartient donc avec 'AMPc (Beyer et
Canchola, 1981) et la guanosine triphosphate (GTP ; Beyer et al., 1982) au groupe
de molécules permettant la modulation de la lordose par l'intermédiaire d’'une kinase
(Fig. 42). La lordose induite par ces messagers chimiques peut étre bloquée par le
RU 486 (Chu et al.,, 1999) ce qui montre la nécessité de RP fonctionnels. Ces
donneées conduisent a I'hypothése de I'existence de phosphorylations de facteurs,
restant & déterminer, qui transmettent a leur tour des groupements phosphates au
RP permettant son activation indépendamment de la présence du ligand (Fig. 42)
selon un mécanisme identique a celui rapporté pour la dopamine (Power et al.,
1991 ; Mani et al., 1994 a). Cette activation du récepteur aboutirait & une facilitation
de la lordose. La colocalisation du RP et de la NOS plaide en faveur d’une
modulation de la lordose par le NO qui stimule le RP aussi bien par voie autocrine
que par diffusion sur des cellules voisines IR-RP ne contenant pas la NOS.
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- Coexistence du RP avec la NOS et un neuropeptide : implications
fonctionnelles

La NOS est trouvée dans 30 % a 40 % des cellules IR-RP/SOM et dans
quelques neurones IR-RP/SP du VL. Elle est rarement observée dans les cellules IR-
RP/NT. La production du NO par la NOS et la libération de SOM et de SP dans le VL
semblent donc sous l'influence de la progestérone. Le NO facilite la libération de
SOM (Aguila, 1994 ; Rettori et al., 1994 a) tandis que son action sur la SP et la NT
n'est pas connue. Ce messager diffusible, produit dans les cellules IR-RP du VL
contenant la NOS, peut stimuler la lordose en orchestrant la libération de la SOM ou
de la SP contenues dans les mémes neurones ou agir sur la sécrétion des peptides
produits dans des cellules voisines comme les cellules a NT (Fig. 39).

Les cellules IR-RP/NOS/SOM et IR-RP/NOS/SP peuvent aussi moduler la
lordose en agissant sur la libération de GnRH puisque la NOS est synthétisée du
péricaryon aux terminaisons nerveuses (McCann et Rettori, 1996), et que I'apport de
NO stimule la libération de GnRH (Moretto et al., 1993 ; Rettori et al., 1993, 1994 b ;
Lopez et al., 1997). Si des neurones IR-RP/NOS/SOM ou IR-RP/NOS/SP du VL se
projettent a proximité des cellules a GnRH de l'aire préoptique, ils pourraient
controler la sécrétion de GnRH en augmentant localement la concentration du NO ou
en permettant la libération de SOM ou de SP & proximité des cellules a GnRH (Fig.
39). La GnRH libérée sous linfluence du NO et/ou des neuropeptides pourrait
stimuler la lordose au niveau du mésencéphale.

Comme la synthése de la GnRH diminue dans des cultures cellulaires suite &
une augmentation de la concentration du NO dans le milieu (Belsham et al., 1996), le
NO produit par les cellules IR-RP/NOS du VL pourrait aussi stimuler la réceptivité
sexuelle en diminuant I'expression de neuropeptides inhibant la lordose comme le
neuropeptide Y (Clark et al., 1985 ; Kalra et al., 1988) ou la cholecystokinine (Bloch
et al., 1987 ; Babcock et al., 1988).

V - Fonctions possibles des neurones du VL dans d'autres
comportements et dans l'intégration de la douleur

Nous nous sommes particulierement intéressés aux influences des
populations neuronales du VL sur la lordose, mais, d'aprés les données de la
littérature concernant essentiellement le VMvI du rat, d’autres implications peuvent
étre envisagées par « extrapolation »..
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- Influence sur le comportement alimentaire

Une lésion bilatérale de I'hypothalamus ventromédian du rat provoque une
augmentation du poids, et de l'absorption d'aliments (Weingarten et al.,, 1985
Funahashi et al., 1995) ainsi qu’une stimulation de la sécrétion de leptine (Satoh et
al., 1997) associée a une augmentation de I'expression du géne ob (Funahashi et al.,
1995 ; Satoh et al., 1997). Le comportement alimentaire est soumis a l'influence des
stéroides gonadiques puisqu'un traitement cestrogénique, par injections sous
cutanées, provoque une diminution du poids et de la prise alimentaire chez des
cobayes ovariectomisés (Czaja et al., 1983). Les mémes effets sont observés quand
Foestradiol est implanté dans une région hypothalamique comprenant le noyau
ventromédian et I'aire hypothalamique latérale du cobaye (Butera et Czaja, 1984) ou
du rat (Wade et Zucker, 1970 ; Jankowiak et Stern, 1974 ; Donohoe et Stevens,
1982). Un lien étroit existe entre comportement alimentaire et comportement sexuel
puisque le quotient de lordose et le nombre de cellules IR-RE dans le VMvl du
hamster sont diminués par une privation alimentaire (Wade et al., 1997). De plus, la
leptine potentialise la lordose induite par les stéroides gonadiques dans les
conditions normales d'alimentation (Wade et al, 1997). L'injection intra-
hypothalamique de SOM (Ho et al., 1989) ou de NT (Beck et al., 1995) diminue
I'absorption alimentaire. Le méme effet est observé aprés injection intracérébrale
d’'un inhibiteur de la NOS (De Luca et al., 1995 ; Stricker-Krongrad et al., 1996). A
partir de ces données, I'hypothése d’'une implication dans le comportement
alimentaire de cellules IR-RP du VL, contenant de la NOS et/ou de la SOM ou de la
NT est envisageable. En modulant la production de NO et/ou la sécrétion des
neuropeptides, les stéroides gonadiques pourraient modifier le déroulement de la
prise alimentaire.

- Influence sur le comportement maternel

Les neurones du VMvl exercent un rdle inhibiteur sur le comportement
maternel puisque la lésion du VMvl provoque une facilitation du comportement
maternel chez des rats ovariectomisés soumis aux cestrogénes (Bridges et al.,
1999). Cette inhibition pourrait étre assurée chez le cobaye par des neurones du VL
contenant de la SOM, de la NT ou de la SP qui se projetteraient vers des régions de
Faire préoptique, du septum latéral et de l'amygdale impliquées dans le
comportement maternel (Numan, 1990).
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- Influence sur I'agressivité

La différence dans le nombre de cellules IR-RP entre cobayes males et
cobayes femelles dans le VL et dans l'aire préoptique pourraient étre associée a des
comportements agressifs spécifiques qui sont peu étudiés chez le cobaye. La
stimulation électrique d’'une région ventrale au fornix incluant l'aire hypothalamique
latérale et le VMvl du rat induit un comportement d’attaque (Kruk et al.,, 1983 ;
Lammers et al., 1988). Inversement, aprés lésion de ces régions, Hansen (1989)
rapporte une disparition de I'agressivité maternelle chez des rats femelles. De plus,
des sections parasagittales provoquent une diminution simultanée du quotient de
lordose et de I'agressivité caractérisée par le désir de mordre, I'attaque ou la posture
d’intimidation qui semblent sous la dépendance du taux d’hormones stéroidiennes
chez le male comme chez la femelle. En effet, pour provoquer 'attaque, un courant
stimulant la région doit étre d’intensité plus grande chez des rats males castrés que
chez des animaux traités par la testostérone (Bermond et al., 1982 ; Albert et al.,
1987). De la méme fagon, des taux d'cestrogénes élevés sont également
nécessaires pour induire 'agressivité en I'absence de stimuli externes, tels que la
présence des nouveaux-nés chez la femelle (Mayer et Rosenblatt, 1987). Ces
arguments nous laissent supposer une implication dans 'agressivité des cellules du
VL cibles des stéroides gonadiques.

- Influence sur I'analgésie

L'injection intra-cérébrale de SOM au niveau de la SGPM inhibe chez le rat la
transmission nociceptive au niveau de la moelle épiniére (Helmchen et al., 1995). De
ce fait, la SOM libérée par des terminaisons de neurones du VL au niveau de la
SGPM a proximité de récepteurs SST2A pourrait moduler I'analgésie (Schindler et
al., 1998).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le VL représente un substrat anatomique pour les signaux hormonaux et
neurochimiques contrélant I'expression de la réceptivité sexuelle femelle,
caractérisée chez les rongeurs par le réflexe de lordose nécessaire a I'accouplement.
Il posséde des relations reciproques avec l'aire préoptique et le mésencéphale
egalement impliqués dans le comportement sexuel. La caractérisation dans le VL du
contenu neurochimique des cellules IR-RP, I'étude des projections de ces cellules
vers le mésencéphale en particulier vers la SGPM, et 'estimation quantitative de
l'influence des cestrogeénes et/ou de la colchicine sur les cellules peptidergiques et
sur les neurones IR-NOS du VL, ont fait 'objet de nos recherches réalisées au
moyen de techniques immunocytochimiques, histochimiques et de transport axonal
rétrograde.

Nous démontrons des différences significatives dans la répartition et le
nombre de cellules IR-RP dans le VL et dans l'aire préoptique entre cobayes males
et cobayes femelles. Ces difféerences sont a mettre en relation avec I'importance de
I'action des stéroides gonadiques sur la sécrétion de GnRH chez la femelle au
niveau de l'aire préoptique et nous laisse supposer que la progestérone exerce un
controle préférentiel selon le sexe sur les populations cellulaires neuropeptidergiques
du VL impliquées dans la réceptivité sexuelle.

La présente étude met en évidence, pour la premiére fois, la présence de
SOM dans environ 30 % des cellules IR-RP du VL (Fig. 39). Cette colocalisation
n'est pas observée dans les cellules IR-RP du noyau arqué. Ces résultats suggérent
que la SOM sécrétée par les neurones du VL cibles de la progestérone serait
impliquée dans la mise en place de la lordose et que la progestérone n'a pas d'action
directe sur les cellules IR-SOM du noyau arqué. L'observation de terminaisons IR-
SOM autour de cellules IR-RP dans le noyau arqué laisse penser que ces cellules
pourraient contenir du GHRH, ce qui reste a vérifier par double marquage
immunocytochimique.

Dans notre étude, environ 30 % des cellules IR-RP/SOM du VL se projettent

en direction de la SGPM (Fig. 39). L'existence de cette projection plaide en faveur
d’une action de la SOM, peut-étre par l'intermédiaire de récepteurs SST2A ou SST1,
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au niveau de la SGPM qui est un centre intégrateur des signaux hypothalamiques
déclenchant le réflexe de lordose (Fig. 39). Il s'avére que d’autres neurones IR-
RP/SOM du VL se projettent vers d'autres régions cérébrales (Fig. 39) qui restent a
déterminer par des techniques de tragage axonal. Comme la SOM semble impliquée
dans le comportement sexuel, il serait maintenant intéressant de réaliser des
mesures de quotient de lordose aprés injection de SOM ou d'oligonucléotides
antisens de la SOM au niveau du mésencéphale et également dans I'aire préoptique
ou des cellules IR-RP/SOM du VL sont susceptibles de se projeter. Des études
analogues pourraient étre réalisées avec la NT afin de préciser ses effets
physiologiques sur la lordose et de déterminer les sites de projection des cellules IR-
RP/NT du VL.

Trois populations cellulaires neuropeptidergiques (SOM, NT et SP) sont
présentes dans le VL. Certaines de ces cellules contiennent le RP. Nous démontrons
dans ce travail que ces trois neuropeptides ou méme deux d’entre eux sont trés peu
souvent synthétisés par un méme péricaryon cible de la progestérone (Fig. 39).

L’étude des effets des cestrogénes sur les immunoréactivités SOM, NT et SP
montre une augmentation, spécifique au VL, du nombre de cellules IR-SOM et IR-SP
tandis que le nombre des cellules IR-NT reste inchangé. Ces observations suggerent
que la synthése de SOM et celle de SP sont stimulées, ce qui pourrait étre verifié par
hybridation in situ.

Nous détectons la présence de NOS dans 30 % a 40 % des cellules IR-
RP/SOM du VL alors gu’elle est nettement moins fréquente dans les cellules IR-NT
et IR-SP. On peut penser que le NO synthétisé par les cellules IR-RP/NOS/SOM et
IR-RP/NOS/SP module la libération de SOM et de SP de fagon autocrine et celle de
NT par une action paracrine (Fig. 39). Nos résultats concernant les effets des
cestrogenes et/ou de la colchicine sur I'activité NADPHd du VL laissent supposer que
ces substances stimulent la synthése de la NOS neuronale. Des mesures
ampérométriques de NO aprés addition de nitroprussiate de sodium, une substance
stimulant la libération du NO, ou de N®-monométhyl-L-arginine (L-NMMA), un
inhibiteur de la NOS, dans le milieu de survie d'explants hypothalamiques de VL,
réalisées simultanément avec des dosages de la SOM, de la SP et de la NT libérees
dans ce milieu pourraient préciser I'action de NO sur la libération des neuropeptides
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dans le VL. Par ailleurs, la stimulation de la synthése de la NOS sous l'influence de
la colchicine pourrait étre confirmée par hybridation in situ.

Cette étude fournit une caractérisation neurochimique qui peut contribuer a la
compréhension des interactions complexes entre diverses substances neuroactives
impliquées vraisemblablement dans les mécanismes de régulation par la
progestérone du comportement sexuel femelle.
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RESUME



Résumé:

Le noyau ventrolatéral (VL) hypothalamique du cobaye est une région cible a
la fois pour I'cestradiol et pour la progestérone dans la régulation de la réceptivité
sexuelle femelle caractérisée par le réflexe de lordose. Cette étude s'est intéressée
au contenu neurochimique et aux projections des neurones du VL qui contiennent le
récepteur de la progestérone (RP) induit par les cestrogénes.

L'analyse quantitative des neurones immunoréactifs (IR) pour le RP dans le
VL, chez des cobayes males et chez des cobayes femelles, révéle chez le méale un
nombre significativement supérieur de cellules IR-RP. La présence de somatostatine
(SOM) dans 30 % environ des cellules IR-RP du VL, observée aprés une double
réaction immunofluorescente, indique une action directe de la progestérone sur ce
systéme neuropeptidergique. Deux autres neuropeptides, la neurotensine (NT) et la
substance P (SP), sont également présents dans des neurones IR-RP du VL mais
une triple marquage immunofluorescent démontre que les trois neuropeptides, ou
méme deux d’entre eux, sont trés peu souvent synthétisés par un méme péricaryon
cible de la progestérone. Par ailleurs, 'immunoréactivité de deux de ces trois
neuropeptides, la SOM et la SP, est significativement augmentée dans le VL sous
l'effet des cestrogénes. Ces données peuvent étre considérées comme des
arguments neurochimiques en faveur d'une action de ces neuropeptides sur la
réceptivité sexuelle. La technique de transport axonal rétrograde pour I'étude des
projections associée a la double réaction immunocytochimique mettent en évidence
pour 30 % des neurones IR-RP/SOM du VL des projections vers la région
périventriculaire mésencéphalique et établissent ainsi l'existence d’'une relation
directe du VL vers le mesencéphale, centre intégrateur des signaux hypothalamiques
déclenchant le réflexe de lordose. L'étape suivante, qui a consisté a rechercher par
un triple marquage immunofluorescent, la présence de la synthétase du monoxyde
d'azote (NOS) dans les cellules IR-RP contenant un neuropeptide, démontre que 30
a 40 % des cellules IR-RP/SOM et moins de 10 % des cellules IR-RP/SP contiennent
'enzyme. De plus, une augmentation significative de I'activit¢ NOS est mise en
evidence sous 'effet des cestrogénes et de la colchicine.

Ces résultats suggérent qu'il existe des interactions complexes entre les
neuropeptides et la NOS dans les mécanismes de régulation par la progestérone du
réflexe de lordose.

Mots-clés :

- noyau ventrolatéral hypothalamique -NOS

- cobaye - immunocytochimie
- récepteur de la progestérone - lordose

- neuropeptides
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