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Dans le but de comprendre le réle de certaines molécules du
cytosquelette sub-cortical comme la dystrophine et leur
interaction avec les protéines membranaires, dans le processus de
sécrétion des neuropeptides, nous avons essayé dans cette étude, de
rechercher une possible liaison de la cavéoline-1 et les dystophines dans le
systeme hypothalamo-neurohypophysaire du rat. Les résultats
immunohistochimiques que nous avons obtenus  indiquent que la
dystrophine est retrouvée au niveau des zones perimembranaires des corps
cellulaires des neurones magnocellulaires et au niveau des zones
perivasculaires aussi bien dans les noyaux supraoptiques que les noyaux
paraventriculaires et le lobe nerveux de I'hypophyse. La cavéoline-1, elle
présente la méme distribution que cette derniere sauf que dans les corps
cellulaires des neurones magnocellulaires, le marquage est d'aspect
granuleux et s'étend de la partie membranaire a la partie nucléaire. Dans
les fractions hypophysaires, les résultats du western-blot montrent la
présence de bandes protéiques révélées parle DYS2 de 427, de 116 et de 71
kDa. De plus, une bande de 22 KDa est révélée par l'anti-CAV-1. Les
résultats par ligand-blotting indiquent l'existence d'une liaison entre les
dystrophines et de la cavéoline-1 dans le LN, ceci par la détection de la
cavéoline-1 dans des bandes protéiques qui semblent étre des dystrophines
de hauts et de faibles poids moléculaires. Il est suggeré que les
dystrophines pourrait avoir une relation structural et fonctionnelle avec et
la cavéoline-1 dans le systeme hypothalamo-neurohypophysaire.

Mots clés: Cavéoline-1, Dystrophine, Neurosecrétion, Rat,
Systeme Hypothalamo-neurohypophysair

nerveux (LN) de I'hypophyse. Les
deux neuropeptides 1'ocytocine (OT)
et la vasopressine (VP) sont
synthétisées au niveau des corps
cellulaires des NMC et stockés ou
libérés dans la circulation générale a
partir du LN. Les taux de la synthese et
de la libération de ces peptides sont en
fonction du statut physiologique
(parturition ou lactation) et I'état
d'hydratation (balance hydrique) de
I'animale.

Le systéme hypothalamo-neuro-
hypophysaire (SHN) est un systeme
neurosécrétoire, constitué
essentiellement de neurones
magnocellulaires (NMC), les corps
cellulaires de ces neurones sont
regroupés dans les noyaux
supraoptiques et paraventriculaires
hypothalamiques et la majorité de
leurs axones se termine prés de la lame
basale des capillaires fenétrés du lobe
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L'organisation anatomique du SHN
et sa fonction neurosécrétoire qui
peut étre reproduite expéri-
mentalement sous différent stimuli,
a fait de ce systéme un modele de
choix pour I'étude de ce processus
complexe. Dans cette ¢tude nous
avons essay¢ de rechercher une
possible liaison de la cavéoline-1
avec les dystophines dans le SHN
du rat, afin de déduire une possible
implication fonctionnelle dans la
neurosécrétion des neuropeptides
de cet axe. La libération du produit
de sécrétion ainsi que la récu-
pération membranaire sont en
grande relation avec la membrane
plasmique et le cytosquelette de la
cellule sécrétrice. Spécifiquement,
le cytosquelette sub-cortical ou
membranaire intervient dans la
liaison des filaments d'actine a la
membrane plasmique. Parmi les
molécules qui lient l'actine, on
retrouve la fodrine dans les cellules
nerveuses et neuroendocrines. Dans
les autres systémes on retrouve la
spectrine dans le globule rouge, la
dystrophine et l'utrophine dans les
cellules musculaires striées [1].
Dans le cas de la dystrophine, cette
protéine se lie avec une variété de
protéines membranaires et sub
membranaires, formant un
complexe appelé le complexe
protéique associé a la dystrophine
DAPC (Dystrophin-Associated-
Protein-Complex). Ce complexe
ainsi que certains aspects de sa
physiologie sont établies dans la
cellule musculaire, il semble qu'il
est impliqué dans la liaison des
milieux intra et extracellulaires
notamment dans I'ancrage du cytos-
quelette a la matrice extracellulaire.
Par ailleurs, ce complexe intervien-
drait dans le processus de la signali-
sation cellulaire [2, 3]. Durant ces
derniéres années, la dystrophine
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ainsi que certains ¢léments du
complexe qui lui sont associés, ont
été rapportés dans les différents
types cellulaires du systéeme
nerveux central [4] et dans le sys-
téme hypothalamo-neuro-
hypophysaire [5]. Parmis les
composants du complexe associé a
la dystrophine, il a été mentionné la
présence de cavéoline. Cette
dernic¢re est une protéine de 21-24
kDa, qui s'attache a des domaines
spécialisés de la membrane plas-
mique. Elle crée a ce niveau, des
invaginations en forme de cavités
appelées cavéolaes. Ces vésicules
trés tot décrites sont indépendantes
de la clathrine [6]. La cavéoline
constitue le composant protéique
structural principal des cavéolaes
[7]. Elles sont trés abondantes dans
les cellules musculaires strié et lisse,
les adipocytes, les pneumocytes, les
cellules endothéliales [6, 8] et ont
¢t¢ mises en ¢évidence dans le
cerveau [9]. Les cavéolaes;sont
impliquées dans la comparti-
mentalisation des lipides et des
protéines qui participent dans les
évenements de la signalisation
transmembranaire [10], dans le
transport du cholestérol [11] et du
matériel de biosynthése (endo-
cytose, transcytose, pinocytose,
internalisation et recyclage mem-
branaire) [9]. La localisation intra-
cellulaire des cavéolines et des
dystrophines par rapport a la mem-
brane plasmique et les roles biologi-
ques qu'elles peuvent apporter dans
les différentes cellules, nous a
poussés a rechercher une possible
co-distribution de ces deux protéi-
nes, et une probable relation fonc-
tionnelle liée au mécanisme de
neuro-sécrétion dans le systeme
hypo-thalamo-neurohypophysaire.

Des rats males adultes (200-290 g),
recevant des aliments secs et de
I'eau ad libitum sont anesthésiés a
l'uréthane a travers la voie intrapéri-
tonéale. Lorsque les animaux
rentrent en narcose, avant qu'ils
perdent leur activité autonome et
dans le but de réaliser une fixation
momentané des tissus recherchés
(hypothalamus et lobes nerveux), ils
sont perfusés a travers 'aorte ascen-
dante par le tampon PBS (Phosphate
Buffered Saline) pH 7,4 suivi par
250 ml de parafor-maldehyde a 4%
dans du tampon phosphate 0,1M,
pH7.4.

1.Etude immunohistochimique

Des coupes au vibratome de 50 pm
sont traitées par une succession
d'étapes d'incubations et de lavages
sous agitation douce et a une tempé-
rature de 20 a 25°C. Les coupes sont
perméabilisées par une incubation
dans une solution de Triton X—100 a
0,5 % dans du tampon PBS.
L'activité de la peroxydase endo-
géne est bloquée par l'incubation
des coupes dans I'hydrogene
peroxyde (0,3%/TP PBS). Les
liaisons aspécifiques sont bloquées
par le sérum de cheval (5%/PBS).
Apres ces pré-traitements, les tissus
sont incubés avec l'anticorps
primaire anti-dystrophine (DYS2),
dilué a 1/20 dans le PBS pendant 15
heures (ou une nuit) a+4°C. L'étape
de révélation débute par I'incubation
des coupes pendant 1 heure avec
l'anticorps secondaire anti-souris
biotynilé, dilué dans le PBS.

Par la suite, l'incubation se déroule
dans une solution streptavidine
peroxydase pendant | heure.



Le chromogene utilisé pour révéler
la peroxydase est soit le diamino-
benzidine tetrahydrochloride
(DAB) (DAKO® LIQUID DAB+)
qui donne une coloration marron,
soit le 3-amine 9- éthyle carbazole
(AEC) (DAKO® AEC+ substrate-
chromogen) qui donne une
coloration rouge brique. Le temps
d'incubation du chromogene est de
10-30 min a I'obscurité. La réaction
est bloquée par des lavages a 'eau
distillée. Le méme procédé est suivi
pour la mise en évidence de la
cavéoline, excepté que la cavéoline
a nécessité un prétraitement avec la
protéinase (DAKO® Ready- to-
Use PROTEINASE K) dans le but
d'un démasquage des sites
antigéniques. L'anticorps anti-
cavéoline est polyclonal, il est dilué
a 1/100/PBS. La révélation consiste
en une incubation pendant 1 heure
avec l'anticorps secondaire anti-
lapin.

2. Etude biochimique

Les lobes nerveux sont prélevés par
microdissection apres décapitation
des rats. L'homogénéisation des LN
est effectuée dans du tampon MOPS
20 mM- 150mM NaCl- 0.IlmM
EDTA, pH6.8 a +4°C avec un
mélange d'inhibiteur de protéase
(IP) a 1% final. Trois fractions
différentes sont isolées a partir du
lobe nerveux selon la méthode
décrite par Nordmann ef a/ [12]. Le
culot (P,) obtenu est récupéré dans
100 pl de tampon MOPS/IP et
représente la fraction riche en
pituicytes. Le surnageant est remis a
centrifuger pour obtenir un culot
(P,) qui est resuspendue dans 100 pl
de tampon MOPS/IP etun deuxieme
surnageant (S). Le S représente la
fraction riche en granules de
sécrétions et le P, représente la
fraction enrichie en

neurosecretosomes. Les protéines
de chaque fraction sont dosées selon
la méthode de Bradford [13] en
utilisant de la BSA comme standard
araison de 0.25%. Les protéines des
fractions sont par la suite diluces a
concentration finale de 1pg/ ul avec
du tampon de dénaturation de
Laemmli [14] composé de Tris-
HCI, pH 6.8, Dodecyl Sulfate de
Sodium, Glycérol, Bleu de
bromophenol. Les échantillons sont
chauffés au bain -Marie a 100°C. Le
-mércaptoethanol est rajouté apres
refroidissement.

3. Western-blotting

Pour la séparation des protéines par
¢lectrophorése mono dimension-
nelle sur gele de polyacrylamide
—SDS, deux gels différents sont
préparés selon la méthode de
Laemmli [14]. Aprés séparation, les
protéines sont électro-transférées
sur membrane de nitrocellulose. Le
transfert se déroule a température
ambiante dans un tampon de
migration composé de Tris base,
glycine, SDS, méthanol PH,
8.3, sous une intensité de 100 mA
pendant 1 heure et demi
(générateur: Scientifique
compagny, USA). La détection
immunologique des protéines sur
les membranes de transfert est
réalisée aprés blocage pendant 1
heure a température ambiante des
sites aspécifiques avec une solution
de PBS-T (phosphate buferred
saline-tween) contenant de BSA
(p/v)/lait écrémé (p/v). Les
membranes sont ensuite lavées et
incubées pendant 15 heures a 4°C
avec les anticorps spécifiquement
dirigés contre les protéines a
détecter. La révélation est réalisée
par l'utilisation du kit DAKO
LSAB®+, peroxydase. Un second
anticorps biotinylé dilué avec le

tampon PBS-T est incubé avec la
membrane pendant 1 heure a une
température de 20 a 25°C.
L'anticorps secondaire doit étre
produit chez le lapin s'il s'agit d'un
anticorps primaire polyclonal ou
produit chez la souris s'il s'agit d'un
anticorps primaire monoclonal. Des
lavages sont nécessaires avant
I'incubation de la membrane
pendant 1 heure entre 20 a 25°C
avec une solution streptavidine
—peroxydase-PBS-T. Elles sont
incubées a l'obscurité avec la
solution DAB de 10 a 30 min. La
réaction est stoppée par lavage des
membranes a I'eau distillée.

4. Ligand Blotting

Cette technique et dans le but de
rechercher une liaison structurale
pouvant exister entre la cavéoline-1
et la dystrophine, comme il est
mentionné plus haut, les protéines
des trois fractions (P,, P,, S) sont
séparées par électrophorese sur gel
de polyacrylamide en présence de
SDS puis électro-transferées sur une
membrane de nitrocellulose. Apres
coloration au rouge ponceau suivie
d'une décoloration totale, la
membrane est incubée 15 heures a
4°C sous agitation dans une solution
3% lait écrémé (p/v) / BSA 1%
(p/v), dans du tampon PBS-T. La
membrane est équilibrée pendant 10
min dans le tampon d'overlay
composé¢ de 1' Hepes pH: 7.0,
EDTA, EGTA, glycérol, NaN ,,
MgSO,, Tween-20 et la BSA, puis
incubée 15 heures a +4°C sous
agitation avec les cavéolaes dans le
tampon overlay. Elle est par la suite
mise a sécher a température
ambiante. Puis réhydratiée avec le
tampon PBS-T et incubée avec
l'anticorps anti-CAV, dilué a 1/5000
pendant 15 heures sous agitation a
+4°C.
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L'interaction est mise en évidence
par la révélation de la cavéoline
grace au kit DAKO LSAB®-,
peroxydase. Un second anticorps
anti-lapin biotinylé dilué avec le
tampon PBS-T est incubé avec la
membrane pendant 1 heure a une
température de 20 a 25°C. Cette
¢tape est suivie par l'incubation de la
membrane avec une solution
streptavidine—peroxydase-PBS-T a
20 a 25°C pendant 1 heure. La
membrane est incubée a 'obscurité
avec la solution DAB.

I.Immunomarquages de la
dystrophine et de la cavéoline-1 au
niveau des noyaux supraoptiques
(NSO)

Lafigure 1 présente le marquage des
deux antigénes cités en haut, Pour la
dystrophine, le substrat utilisé pour
la révélation du second anticorps
combiné a la peroxydase est le 3-
amine 9- éthyle carbazole (AEC), ce
dernier donne une coloration rouge
en présence de la peroxydase. Pour
la cavéoline-1, le substrat utilisé
pour la révélation du second
anticorps combiné a la peroxydase;
est le diaminobenzidine

tetrachloride (DAB) qui donne une
coloration marron en sa présence.

1.1.Immunomarquage de la
dystrophine (Dp)

Une immuno-réaction positive est
observé au niveau du NSO dans les
neurones magnocellulaires (NMC)
et au niveau de la limitante gliale
ventrale (LGV) (Figure 1.1). Les
NMG sont marqués au niveau des
régions périmembranaires sous
jacente a la membranaire plasmique
de fagon discontinu (Figure 1.2). De
plus, des structures qui semblent
étre des coupes transversales de
vaisseaux sanguins sont
immunopositives (Figure 1.2).

Figure 1 : Inmunomarquage de la dystrophine (DP) et de la cavéoline-1

(1, 2). Localisation par immuno-
peroxydase/AEC de la dystrophine
Noter en (1) le marquage des
neurones par le Dys, (fleches) qui
est peri-membranaire et discontinu
en 2 (fléches); 1 (x100), 2 (x1000).
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(CAV) du noyau supraoptique

(3, 4). Localisation par immuno-
peroxydase/DAB de la cavéoline.
Noter le marquage des neurones par
I'anticorps anti-cavl (fleches) qui
est granulaire a localisation
cytoplasmique en (4) immuno-

marqués (fléches), les vaisseaux
sont également marqués en (1);
3(x100), 4(x400). CO: Chiasma
Optique; VS: Vaisseau Sanguin;
LGV: Limitante Gliale Ventrale.



1.2. Immunomarquage de la
cavéoline (CAV)

Un amas de neurones magno-
cellulaires du NSO, situés sur le
coté du chiasma optique sont
immunomarqués. Leurs axones
quittant le noyau dans sa partie
dorso-mediane et longeant le
chiasma optique, sont aussi tracés
par l'anti-cavl sous forme de
structures filamenteuses; le
marquage est également présent
aux parois des vaisseaux (Figure
1.3). Au plus fort grossissement,
les NMC présentent un marquage
cytoplasmique, ayant un aspect
granulaire (Figure 1.4) qui s'étend
de la partie périnucléaire a la
région périphérique du corps
cellulaire, certaines granulations
sont plus denses que d'autres. Cet
aspect ponctué s'étend aux
prolongements cytoplasmiques de
ces neurones.

I.Immunomarquages des
dystrophines et de la cavéoline-1
au niveau des noyaux para
ventriculaires (NPV)

La figure 2 présente le marquage
de la dystrophine par le Dys, /
peroxydase/AEC et la cavéoline-1
par l'anti-cav1/peroxydase/DAB.

2.1. Immunomarquage de la
dystrophine

Une immunoréaction positive est
observée pour la dystrophine par la
présentation de structures
arrondies tracées en rouge brique
par I'AEC et qui sont bien limitées
au NPV, la paroi du troisieme
ventricule constituée de cellules
épendymmaires, réagit fortement
a l'anticorps dirigé contre la
dystrophine (Fig. 2.1). Ces
structures représentent en fort
grossissement les NMC (Figure
2.2), ils prennent le marquage dans
les régions perimembranaires. Au

fort grossissement, le marquage
apparait sous-jacent a la membrane
plasmique avec quelquefois une
discontinuité de son intensité. Des
structures filamenteuses abutant les
parois vasculaires sont également
immunomarquées (Figure 2.3).

2.2, Immunomarquage de la
cavéoline

Une immunoréaction positive est
observée par la répartition du
chromogeéne sur toute la surface du
noyau paraventriculaire avec une
plus grande intensité dans sa région
latérale qui semble étre riche en
NMC (Figure 2.4). Au fort
grossissement, Il est remarqué que

l'intensité de ce marquage est plus
importante au niveau
cytoplasmique qu'au niveau
membranaire. Les vaisseaux
sanguins portent un immuno-
marquage positif au niveau de leurs
parois (Figure 2.5). Ce marquage
pourrait étre localisé soit au niveau
des membranes des cellules gliales
(astrocytes) qui forment
généralement des manchons autour
des capillaires soit au niveau des
cellules endothéliales. Au plus fort
grossissement le marquage occupe
toute la surface cytoplasmique et
présente un aspect granuleux
hétérogene (Figure 2.6).

Figure 2 : Imnmunomarquages de la dystrophine (Dp) et de la cavéoline-1

(CAV) au niveau du noyau paraventriculaire
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(1, 2, 3). Localisation par
immunoperoxydase/AEC de Ia
dystrophine Noter en (1) le
marquage des neurones par le
Dys,, qui est peri-membranaire
(fléches) en (2). Au fort
grossissement il semble prendre
un aspect discontinu (fleches) en
(3), noter la présence de marquage
perivasculaires filamenteux. 1
(x100), 2 (x200), 3 (x1000). (4, 5,
6). Localisation par
immunoperoxydase/ DAB de la
cavéoline. Noter le marquage par
l'anticorps anti-cavl dans le NPV
en (4), il est retrouvé dans les
NMC (fleches) et également sur
les parois vasculaires (5). Au fort
grossissement, il semble avoir un
aspect granulaire a localisation
cytoplasmique (6). (4) (x100), (5)
(x200), (6) (x1000). 3V :
Troisiéme Ventricule. N: Noyau.
VS : Vaisseau Sanguin.

3. Immunomarquages de la
dystrophine et de la cavéoline-1
au niveau du lobe nerveux de
I'hypophyse (LN)

La figure 3 présente le marquage
de la dystrophine par le
Dys,/peroxydase/DAB et la
cavéoline-1 par l'anti-cavl/
peroxydase/DAB.

3.1. Immunomarquage de la
dystrophine

Une immuno-réaction positive au
niveau du lobe nerveux de
I'hypophyse (Figure 3.1 et 2). Il est
observé que l'antigéne se répartit

Figure 3 :

aussi bien a proximité des
vaisseaux que dans le reste du lobe.
Au plus fort grossissement (Figure
3.3), le marquage s'observe de
fagon importante dans la région
périvasculaire. A ce niveau, malgré
que l'observation au microscope
photonique ne permette pas de
distinguer le détail de la localisation
du marquage, il semble que ce soit
les pieds de pituicytes
perivasculaires qui soient porteurs
de cette immunoréaction.

3.2. Immunomarquage de la
cavéoline-1

Le marquage de la cav-1 dans le LN

Immunomarquage de la

dystrophine (DP) et de la cavéoline-1 au

niveau u lobe nerveux delI'hypophyse
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est plus important et plus
significatif par rapport aux deux
autres lobes (intermédiaire et
antérieur) (Figure 3.4). Au fort
grossissement le marquage
s'observe presque exclusivement
aux régions perivasculaires (Figure
3.4). En effet, des structures
représentant des coupes sagittales
de vaisseaux sanguins sont
fortement marquées en périphérie
(Figure 3.4). Les vaisseaux
sanguins sont fortement marqueés,
le marquage semble suivre le trajet
des prolongements des pituicytes.



(1, 2, 3). Localisation par
immunoperoxydase/DAB de la
dystrophine Noter en (let 2) la
présence du marquage dans tout le
parenchyme. Au fort grossissement
(3) l'i'mmuno-réaction est intense a
la région périvasculaire (fleches). 1
(x100), 2 (x200), 3(x1000). (4, 5, 6).
Localisation par
immunoperoxydase/ DAB de la
cavéoline-1. Noter le marquage par
l'anticorps anti-cavl dans le lobe le
LN en (4), il est retrouvé de maniere
intense a la périphérie es vaisseaux
(5). Au fort grossissement, il semble
prendre une localisation gliale
(asterisk) et traces es structures
d'aspect filamenteux. 4 (x100), 5
(x200), 6(x1000). LA: Lobe
Antérieur; LI: Lobe Intermédiaire;
LN: Lobe Nerveux; VS: Vaisseau
Sanguin.

4. Immuno-détection de la
dystrophine et de la cavéoline au
niveau des fractions
neurohypophysaires par western-
blot

Apres séparation des protéines des
trois fractions P,, P, et S par SDS-
PAGE, elles sont électrotransférées
sur membrane de nitrocellulose a
partir du gel. La membrane est
colorée au rouge ponceau puis
découpée en trois bandes, chacune
contient les fractions
neurohypophysaires P,, P, et S.
Deux bandes membranaires sont
incubées séparément, en présence
de I'anticorps capable de reconnaitre
les dystrophines (DYS,) et
l'anticorps capable de reconnaitre la
cavéoline-1(anti-cav 1). La derniére
bande a été réservée pour le ligand
blotting.

Il semble que l'anticorps DYS,
réagit positivement dans les trois
fractions avec des protéines de

poids moléculaires différents
(Figure 4, DP). La protéine
immunopositive au DY'S,, supérieur
a250kDa, est présente dans les trois
fractions neurohypophysaires.
Cette dystrophine pourrait
correspondre a la Dp 427. La
protéine qui se situe par apport au
marqueur de poids moléculaire
(PM) entre 148 et 98 kDa dans les
fractions P, et P,, correspond a la
dystrophine 116. La protéine
présentant un PM inferieur a 80 kDa
par apport au marqueur de PM; dans
la fraction S, pourrait probablement
correspondre a la dystrophine 71
kDa. Parailleur, une autre
membrane de nitrocellulose
contenant les protéines séparées des
trois fractions P, P, et S est incubée
avec l'anticorps anti-cav1 (Figure 4,
CAV). L'anticorps réagit
positivement avec une protéine de
22 kDa dans les fractions P, et S. 1l
est fort probable qu'il s'agit de la
cavéoline-1 car le PM de la
cavéoline-1 est environ 22kDa.
Aucune réaction positive de
l'anticorps n'est observée dans la
fraction P,.

DP cav

-2

Figure 4 :Immunodétection des
dystrophines et de la cavéoline-1 dans les
fractions neurohypophysaires

5. Immuno-détection de
l'interaction de la cavéoline-1

La figure 5 montre la membrane de
nitrocellulose contenant les
fractions neurohypophysaires,
incubée dans un premier temps avec
les cavéolaes (ligand). La fixation
du ligand sur cette membrane est
révélée par l'anticorps anti-cavl,
dans un second temps. On remarque
que l'anti-cav, réagit dans les trois
fractions avec une protéine ayant un
poids moléculaire supérieur a 250
kDa. Cela suggere que les cavéolaes
se sont probablement liées des
protéines de 427 kDa. L'anti-cavl
réagit aussi avec des protéines dont
le poids moléculaire est situé¢ au
116kDa. Nous rappelons que des
protéines de méme PM révélées par
I'anti-cavl; ont été révélée par le
Dys2 .Cela suggeére que les
cavéolaes se sont probablement
liées a des protéines qui pourraient
étrelaDp427 etlaDpll16.

La figure 6 présente un gel de 12%
contenant deux fractions
neurohypophysaires (P, et S). Le gel
a 12% d'acrylamide ayant des
mailles plus serrées que le 10%,
permet de retenir les protéines de
faible PM, l'inconvénient est que les
protéines de haut PM ne peuvent pas
pénétrer dans le gel de séparation. 11
est remarqué qu'au niveau dePl,
l'anti-cav-1 révele une liaison avec
des protéines de différent PM, dont
une de 45 kDa dans les trois
fractions, une autre de 22 kDa dans
la fraction P1 et S et une autre de 16
pour les fractions P1 et S.
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L Distribution des
dystrophines au niveau du systéeme
hypothalamo- neurohypophysaire
1.1. Au niveau du noyau
supraoptique (NSO)
L'immunomarquage par le DYS,,
semble augmenter d'intensité vers la
partie ventrale du noyau; endroit ou
est retrouvée la limitante gliale
ventrale (LGV). La LGV est la zone
du regroupement des expansions
astrocytaires et des dendrites des
neurones magnocellulaires.

Les dendrites des neurones
magnocellulaires constituent les
¢léments post synaptiques des
neurones afférents. En effet, des
¢tudes morphologiques ont montré
une localisation post synaptique des
dystrophines dans le systeme
nerveux central [15, 16]. Les
astrocytes sont les cellules gliales
prédominantes au niveau du NSO,
leurs corps cellulaires se localisent
au niveau de la LGV et leurs
expansions se prolongent plus de
500 um vers la partie dorsale du
noyau et forment de fines
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séparations entre les
magnoneurones [17]. 11 a été
observé chez le rat déshydraté que
ces expansions astrocytaires se
rétractent et permettent l'apposition
des magnoneurones. Cet aspect
suggere une grande plasticité de ces
cellules, dans laquelle il semble, que
les dystrophines pourraient é&tre
impliquées dans leur arrangement
spatial, en relation avec des
composants moléculaires du
cytosquelette.

Au niveau des corps cellulaires du
NSO [l'immunomarquage par le
DYS,, semble délimiter deux
formes de pericaryons de neurones
magnocellulaires, fusiforme et
ronde. Ce marquage semble
partager sa distribution entre la
périphérie et la région sous-jacente
a la membrane plasmique neuronale
avec une intensité discontinue. Il est
suggéré que la dystrophine au
niveau des neurones post-
synaptiques, attacheraient l'actine
au complexe membranaire
dystroglycane.

1.2. Au niveau du noyau para

ventriculaire (NPV)
L'immunomrquage par le DYS, se
répartie sur des structures qui
délimitent le noyau et s'accentue au
niveau de la paroi du troisiéme
ventricule ou 1'épendyme. Ce
dernier est formé par les
ependymocytes et les tanicytes. Les
tanicytes lancent des prolongements
basaux vers le tissu nerveux et
autour des capillaires proches de
cette zone. Les ependymocytes et
les tanicytes sont pourvues dans
leurs parties apicales par des cils et
de microvillosités contribuant grace
a leurs battements a la circulation du
liquide céphalorachidien dans les
ventricules cérébraux et le canal
épendymmaire. Dans les corps
cellulaires, le marquage au DYS,
délimite la périphérie du corps
cellulaire avec une discontinuité
d'intensité. Ceci pourrait suggérer,
comme pour le NSO que les
dystrophines dans les régions ou le
marquage est plus intense,
interviendraient dans
I'établissement de contactes post
synaptiques [18].



1.3. Au niveau du lobe nerveux
(LN)

Dans la fraction des pituicytes (P1),
nos résultats indiquent que
I'immunoréaction des dystrophines
a été observé au niveau des régions
perivasculaires et dans des endroits
isolés du parenchyme nerveux. A ce
niveau de microscopie qui ne
permet pas de distinguer les
¢léments du LN, il est probable que
le marquage serait soit au niveau
pituicytaire et/ou endothélial et/ou
dans les terminaisons nerveuses. La
plus grande population de cellules
du LN, est celle des pituicytes. Ces
cellules tendent a former un réseau
spongieux a travers la totalité du
lobe; Les espaces de ce réseau sont
essentiellement occupés par les
¢léments nerveux tel que les parties
distales des axones et les
terminaisons nerveuses des
neurones magnocellulaires ainsi
que par les cellules endothéliales
des capillaires fenétrés [19]. Des
études d'immunofluorescences sur
le LN, par double marquage avec le
DYS, et l'anticorps l'anti- GFAP
(marqueurs des astrocytes
notamment les pituicytes) et d'un
autre coté avec le DYS, et
I'anticorps anti-synaptophysine
(marqueurs des terminaisons
nerveuses des neurones
magnocellulaires), ont permit la
distinction du marquage des
dystrophines dans les pituicytes et
les terminaisons nerveuses ainsi que
des dilatations subterminales. Ceci
a été appuyé par
immunocytochimie dans
confirmation de leur présence dans
la membrane des pituicytes et dans
la membrane des dilatations et des
terminaisons neurosécrétoires [5].

Paralléelement, les résultats
biochimiques que nous avons
obtenus dans les fractions

neurohypophysaires, affinent les
résultats morphologiques par la
présence des dystrophines de
différents poids moléculaires. Dans
la fraction contenant les pituicytes,
et celle contenant les synaptosomes
(P2), la présence de Dp427 et de Dp
116 a été signalée. Dans la fraction
contenant les granules neuro-
sécrétoires (S) les dystrophines de
427 et 71 kDa de PM apparent, ont
¢té immuno-positives. Ces résultats
corroborent avec ceux de Dorbani-
Mamine et al [5]. Par ailleurs, dans
la cellule musculaire la dystrophine
427 représente le cceur du complexe
protéique associé a la dystrophine.
Parmi les role de ce complexe est
l'ancrage de l'actine aux éléments de
la matrice extracellulaire par
I'intermédiaire du complexe
dystroglycane [20]. La B-
dystroglycane a été¢ démontrer dans
les pituicytes [5]. Ces cellules
forment des manchons autour de la
lame basale qui elle méme entoure
les capillaires fenétrés du LN. 11 est
suggéré, par analogie a la cellule de
Schwann que la dystrophine 427
des pituicytes, pourrait intervenir
dans I'ancrage d'éléments
subcellulaires a des composants de
lalame basale.

1l serait probable que la Dp116 dans
les pituicytes, pourrait avoir un role
supplémentaire d'ancrage
membranaire par l'interaction avec
la B-dystroglycane. Dans la fraction
des synaptosomes (P2), nous
rappelons que nous avons signalé la
présence des Dp427 et 116, ceci est
en accord avec les travaux de
Dorbani-Mamine et collaborateurs
[5]. Ces auteurs suggérent que la
Dp427 pourrait lier les filaments
d'actine a la membrane plasmique
par l'intermédiaire de la B-
dystroglycane qui ont démontré sa
présence dans cette fraction. Dans la

fraction des granules de sécrétion
(S), les dystrophines retrouvées au
niveau de cette fraction, sont la
Dp427etlaDp71.LaDp 71.11aété
suggéré que dans les terminaisons
du NMC, la Dp 71 contribue a
l'ancrage de la membrane des
granules a l'actine [5].

2. Distrubution de la cavéoline
dans l'axe hypothalamo-
neurohypophysaire

Les cavéolines ont fait I'objet de
plusieurs études dans les différents
systémes cellulaires comme les
cellules musculaires, hépatiques,
pulmonaires, adipeuses et
endothéliales, cependant, leur étude
au niveau des neurones reste tres
sommaire. Les résultats que nous
avons obtenus par immuno-
histochimie et par western-blot
montrent l'existence des cavéolines
au niveau des corps cellulaires des
NMC ainsi que dans leurs
terminaisons et dans les pituicytes
au lobe nerveux.

2.1. Au niveau des noyaux supra-
optiques et paraventriculaires

Dans ces noyaux, l'immuno-
marquage par l'anti-CAVI1
s'observent dans les corps
cellulaires des NMC et au niveau
perivasculaire. Dans les corps
cellulaires des NMC, il, présent
sous un aspect granuleux et
hétérogene. Ce marquage est
similaire a celui retrouvé dans les
cellules gliales en culture [9]. Ces
auteurs ont essayé¢ d'expliquer a
l'aide du microscope électronique
que ces granulations hétérogenes
observé, ne seraient que des amas de
vésicules ressemblant aux
cavéolaes et qui seraient les
transporteurs du matériel de
biosynthese.
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D'un autre coté, 1l est nettement
observé dans le corps cellulaire que
ces granulations prennent naissance
dans la région perinucléaire et se
propagent dans le cytosol pour
atteindre la région membranaire
plasmique. Il est suggéré selon
Smart et collaborateurs [21] que
cette distribution est en faveur d'un
role de la cavéoline dans le transport
du cholestérol entre le réticulum-
endoplasmique et la membrane
plasmique par une voie Golgi-
independante.

Le marquage perivasculaire
retrouvé dans ces deux noyaux,
pourrait étre localisé aussi bien dans
les cellules endothéliales que dans
les cellules gliales puis que ces
derniéres entourent les vaisseaux. Il
est suggéré que dans ces cellules, la
cavéoline pourrait participer dans le
transport transcellulaire [22] et
pourrait étre impliquée dans la
formation de la barriere
hematoencéphalique.

2.2. Au niveau de la neuro-
hypophyse

Nous rappelons que 1'immuno-
réactivité¢ a Il'anti-CAV1 a été
observée par immunohistochimie
dans les régions perivasculaires et
dans des éléments cellulaires qui
semblent étre des pituicytes. De
méme que pour le western-blot, les
cavéolines sont observées dans la
fraction enrichie en pituicytes et
dans la fraction enrichie en granules
de sécrétion.

Les résultats de western-blot que
nous avons obtenus dans la fraction
enrichie en pituicytes, montrent une
réaction a une bande 22kDa e PM ce
qui devrait correspondre a la
cavéoline-1. Dans le systéeme
nerveux, les cavéolines ont été
identifiées, dans les cellules gliales
en culture [9] et dans les cellules de
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schwann [24]. La cavéoline-1
retrouvée dans cette fraction, est un
témoin de la présence de cavéolaes.
Plusieurs études ont montrées que
les cavéolaes isolées a partir de
tissus non neuronaux, sont
composés de lipides et de
composants protéiques impliqués
dans le phénoméne de la
signalisation cellulaire [10]. Parmi
les composant de ce spectre de
protéines, sont de multiple classes
de molécules d'adhésion cellulaires
comme la F3 [25]; la NCAM-120
[26]. Des cavéolaes obtenues a
partir de fractions d'astrocytes
montrent une composition similaire
a celles obtenues a partir de tissus
périphériques, notamment les
molécules d'adhésion cellulaire [9].
Il est suggéré par analogie aux
astrocytes que les cavéolaes
pourraient participer dan la
plasticité des pituicytes par
I'intermédiaire des molécules
d'adhésion qu'elles pourraient
internaliser.

Dans la fraction des granules de
sécrétion (S), les résultats montrent
I'existence d'une bande protéique de
22 kDa qui correspond a la
cavéoline-1. Dans cette fraction, on
peut retrouver entre autre les
granules de sécrétion les cavéolaes.
Des travaux ont démontré que les
cavéolaes sont équipées par la
machinerie nécessaire pour le
bourgeonnement, le docking et la
fusion des structures membranaires,
contenant le matériel de biosynthése
[27]. Il est suggéré que la cavéoline-
1 pourrait étre impliqué dans le
processus de la libération du produit
de sécrétion des granules
neurohypophysaires. Dans le SHN
le processus du retour vésiculaire
est indépendant de la clathrine [28].
11 serait probable que la cavéoline-1
estimpliquée dans ce processus.

3. Relation de la dystrophins/
cavéolines au niveau de la
neurohypophyse

Dans les trois fractions
neurohypophysaires, on a démontré
par la technique de ligand-blotting,
la liaison des cavéolaes a des
protéines de haut et de faible PM.
Dans le gel de 10%, liaison des
cavéolaes avec des protéines de 427,
116kDa dans les trois fractions.
Dans le gel de 12%, liaison des
cavéolaes avec des protéines de 71,
43,45 et 22 kDa dans la fraction des
pituicytes et des protéines de 43 et
45 kDa dans la fraction des granules
sécrtétoires. Dans le gel de 10% qui
permet la migration de protéines de
haut PM, la liaison des cavéolaes
avec des bandes protéiques de 427 et
de 116kDa dans les trois fractions,
coincide avec des bandes protéiques
de 427 et 116 kDa, révélées par le
DYS2, dans ces mémes fractions.

Dans le gel de 12%, permettant une
meilleur migration des protéines de
faible PM, la bande protéique de 22
kDa, observée dans la fraction des
pituicytes, représente la cavéolin-1,
résultat qui a été obtenu
précédemment ou pourrait étre des
cavéolaes qui se sont attachées a une
autre protéine de 22 kDa.

Dans la fraction des pituicytes et
dans celle des granules
neurosécrétoires, les cavéolaes sont
liées a une bande protéique de 43-45
kDa qui pourrait correspondre a la
B-dystrglycane. Par western-
blotting, une protéine similaire
révélée par Il'anticorps anti- B-
dystrglycane a été¢ mise en évidence
dans la fraction neurohypophysaire
enrichie en pituicytes et dans celle
des granules en stock, par les
travaux de Dorbani-Mamine et
collaborateurs [5].



Les mémes auteurs ont démontré la
présence de protéine de 45kDa,
révélée par 'actine dans la fraction
des granules en stock
neurohypophysaires. Ce qui nous
laisse penser que dans notre résultat
la protéine de 45 kDa révélée par
ligand-blotting a I'anticav-1 dans la
fraction enrichie en granules
pourrait correspondre a I'actine.

En effet, dans les différents
systemes cellulaires; les cavéolaes
internalisent de multiples classe de
molécules protéiques dont la
cavéoline intéragie avec plusieurs
[29]. Parmi elles; les protéines
structurales comme ['actine [10]. La
dystrophine appartient au groupe de
protéines liant I'actine.

Par ailleurs, dans la cellule
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