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Chapitre I. Anatomie et structure du noyau supraoptique hypothalamique

1. Généralités sur les noyaux hypothalamiques

L'hypothalamus malgré qu’il est présent sous forme d’une structure de petite taille, il joue
un role majeur dans les activités corporelles principales (Baroncini et al., 2010).

En effet, il contréle les processus corporels vitaux, y compris la régulation
cardiovasculaire, le sommeil, le métabolisme, le stress, thermorégulation les rythmes
circadiens (Huchon,2003), I'équilibre hydrominéral I'appétit, le Comportement sexuel et
I’activité du systéme endocrinien (Saper et al., 2002; Gaudichon, 2010; Makris et al.,2013)
, dans I'homéostasie endocrinienne (Lecea et al., 1998) ainsi que I’immunité(Gordon,
2010) Cette variabilit¢ de fonctions nécessite la présence de différents noyaux.
L’hypothalamus est constitu¢ d’un nombre paire de noyaux formant le plancher et les

parois inferieur et latérales du 3eme ventricule.
Il existe selon la position anatomique trois groupes de noyaux (Amy et Piolat, 2005)

Sur une vue sagittale de la région diencéphalique ventrale, dans la zone médiane, de part et d’autre

du troisiéme ventricule, de I’avant vers I’arriére, on rencontre :

1. le groupe antérieur compred le noyau préoptique, le noyau suprachiasmatique, le
noyau supraotique et paraventriculaire.

2. Le groupe moyen: comprend le dorsomedian, le noyau ventromedian, et le noyau arqué
(infundibulaire).

3. Le groupe postérieur: comprend le noyau postérieur et le corps mamillaire
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Figure 1. Les noyaux hypothalamiques (Ganong, 2005)
1.1. Cytologie de I’hypothalamus et types cellulaire
Les neurones hypothalamiques se divisent en deux types:
1.1.1.les neurones magnocellulaires

Se sont des neurones ayant des corps cellulaires, des axones et des terminaisons axoniques
de grande taille. Ils sont situés dans les noyaux paraventriculaire et supraoptique et leurs
projections forment le lobe nerveux de I'hypophyse (neurohypophyse) d’ou les neuropeptides

sont directement sécrétés dans la circulation périphérique.(Epelbaum,2009).

1.1.2.Les neurones parvocellulaires

Se sont des neurones ayant des corps cellulaires, des axones et des terminaisons axoniques
de petite taille. Ils sont situés soit dans la partie antérieure de I’hypothalamus (noyau
paraventriculaire et périventriculaire, soit dans sa partie médiane (noyau tubéro-
infundibulaire, ou ils se terminent tous et délivrent les neurohormones dans un systéme de

veines portes de 1’adénohypophyse. (Epelbaum,2009).
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2. Le Noyau supraoptique

Les noyaux supraoptiques sont situés de part et d’autre du chiasma optique chevauchent le
tractus optique latéralement (Mai et al., 1991).

Ce noyau contient des neurones magnocellulaires (Piet et Oliet, 2003) dont les axones se
projettent dans la neurohypophyse (Thibault et Levasseur, 2001).

Le noyau supraoptique produit deux neurohormones: la vasopressine responsable de la
réabsorption d’eau au niveau du rein, et I’ocytocine responsable de contraction utérine
(Epaulbaum, 2009), elle exerce également des effets stimulants sur la natriurése ( Ozaki et
al., 2004). Donc il est impliqué dans la parturition, la lactation (Anderson et al., 1990;
Hailer et Wakerley, 1980) ,et le contréle de I'hnoméostasie des liquides corporels (Bourque
et al., 1994; Bourque, 2008).

Les NMC de ce noyau peuvent étre directement stimulées par les solutions hypertoniques,
conduisant a une augmentation de la syntheése de l'ocytocine et de vasopressine et
provoquant leur libération dans la circulation systémique (Da silva et al., 2013; Summy-
Long et al., 1993).

Figure 2. Position anatomique du noyau supraoptique dans I’hypothalamus
(Thibault et levasseur, 2001)
a. coupe sagittale; les fleches b,c,d:des coupe frontales sur la coupe a; CA: commissure
antérieure; CO: chiasma optique; FX:fomix; NA:noyau arqué PV:noyau paraventriculaire ;
SO:noyau supraoptique; SCH: noyau suprachiasmatique; TO: tractus optique; en noir: le
3éme ventricule.
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2.1.Cytologie du noyau supraoptique

Le type prédominant de cellule dans le noyau supraotique est les neurones
magnocellulaires bipolaires, avec des dendrites relativement courtes non ramifiées. Des
neurones multipolaires représentent probablement un petit sous-ensemble de cellules
neurosécrétrices (Armstrong, 1995).

Les neurones magnocellulaires dans ce noyau sont habituellement séparés par le neuropile
et éléments gliales (Theodosis et al.,1986).

Les NSO recoit de nombreuses afférences qui permettent de moduler son activité, et les
afférences noradrénergiques constituent les afférences modulatrices majeures de ce noyau

(Ginsbeg et al., 1994).

2.2. Les neurones magnocellulaires

Les axones des neurones magnocellulaires (NMC) hypothalamiques descendent le
long de la tige pituitaire. Leurs terminaisons constituent la neurothypophyse ou sont
stockées puis sécrétées les neurohormones synthétisées dans leurs corps cellulaires
(Ducornet et al., 2005). Les NMC sécretent essentiellement deux neuropeptides: (i) la
vasopressine ou ADH (anti diuretic hormone) qui a des propriétés antidiuritique et
vasopressive (Fortaleza et al.,2012). (i) L’ocytocine responsable de la contractilité des

cellules myoépithéliales mammaires ou des myocytes utérins (Burbach et al., 2001).

le fonctionnement des cellules neurosécrétrices magnocellulaire est aussi dépendante de
I'osmolarité plasmatique et détermine la libération de I'ocytocine et vasopressine (Liu et al.,
1997). I’osmolarité plasmatique élevé est un stimulant puissant qui augmente 1'activité des
cellules neurosécrétrices magnocellulaire (Brimble et Dyball, 1977; Ludwig et al., 1994 ;
Voisin et al., 1999).Cette activité¢ entraine alors une augmentation de la sécrétion de

vasopressine et I'ocytocine par la neurohypophyse ( Bourque, 1998).
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Figure 3. Le complexe hypothalamo-hypophysaire (Ducornet et al., 2005)

noyau paraventriculaire; 2. éminence médiane; 3. premier réseau capillaire; 4.tige
pituitaire; 5.system porte; 6.noyau supraoptique; 7.chiasma optique; 8. artére hypophysaire
supérieur; 9. Artére hypophysaire inférieur;10. deuxieéme réseau capillaire; 11. hypophyse
(a. Lobe postérieur; b. Lobe antérieur).

2.2.1. .Le produit de sécrétion des neurones magnocellulaires

L’ocytocine (OT) et la vasopressine (VP) synthétisées par des neurones magnocellulaires
des noyaux supraoptiques , sont secrétées au niveau de la neurohypophyse (Lederis,1960) ,
participent a la régulation de la balance hydrique par leur action antidiurétique et
natriurétique (Deleuse et Moos,1999).

2.2.1.1. La vasopressine

C’est une hormone antidiurétique nonapeptidique de 9 acides aminés trés proche de
I’ocytocine. Elle est synthétisée dans les neurones parvo et magnocellulaires des noyaux
supraoptiques et paraventriculaires de I’hypothalamus (Paillard et al; 1995).

La VP est ainsi sécrétée dans la circulation périphérique pour y exercer ses actions
antidiurétiques (récepteurs V2 rénaux couplés a un signal AMPc dépendant), vasopressives
(récepteurs V1 vasculaires couplés a un signal calcique) et plaquettaires (récepteurs V2

plaquettaires). Elle est délivrée localement dans I’hypophyse antérieure, agit comme une
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hormone hypophysiotrope en stimulant la sécrétion d’ACTH par ses récepteurs V3
(Blanchard et Paillard, 1998).

La sécrétion de la vasopressine est principalement régulée par les variations d'osmolalité
plasmatique et de la volémie. Le stimulus physiologique de la sécrétion de la vasopressine
et de la soif est I'augmentation de 1'osmolarité plasmatique. Les osmorécepteurs régulant la
sécrétion deVP sont situés a proximité du noyau supraoptique dans I'hypothalamus. Les
osmorécepteurs controlant la soif sont distincts de ceux régulant la sécrétion de la
vasopressine, bien que localisés a proximité, sur le versant vasculaire de la barriére
hémato-encéphalique de I'hypothalamus (Nicolet-Barousse et al., 2001). Le stimulus
volémique de la sécrétion de vasopressine est transmis par des voies neurologiques

indépendantes de 'osmoréception (Grindstaff et al., 2000).
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Figure 4. Structure biochimique de vasopressine (Perucca, 2008)

2.2.1.2. L’ocytocine
C’est une neurohormone nonapeptidique, synthétisée par des neurones magnocellulaires

situés dans les noyaux supraoptique et paraventriculaire de I’hypothalamus.

Ce peptide regle divers aspects physiologiques et comportementaux de la fonction de la
reproduction, ainsi que le maintien de la parturition, I’initiation de la lactation et I’¢jection
du lait. Lors de la parturition, le myometre utérin augmente trés fortement son expression
d’OTR et I’OT est libérée de facon importante par la neurohypophyse, et provoque des
contractions puissantes et 1’expulsion du nouveau-né (Burbach et al., 2001).

Lors de la lactation, I’'implication de I’OT est double puisqu’elle permet d’une part
I’¢jection du lait en stimulant la contraction des cellules myoépithéliales des canaux
galactophores entourant les alvéoles des glandes mammaires (Samson et al., 1986; Leng et
al., 2005) et d’autre part elle agit sur la production du lait en stimulant la libération de la

prolactine (Lipschitz et al., 2005).
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En tant que neurohormone, elle dispose également d’une fonction de neurotransmetteur.

La libération d’OT dans le systéme nerveux central et I’activation neuronale, ainsi que sa
libération dans la circulation sanguine, peut étre provoquée par des stimuli sexuels ou liés a
la reproduction, des stimuli olfactifs, (Campbell, 2008; lane et al., 2013). Bien que ’OT
soit impliquée majoritairement dans la reproduction, elle exerce également des effets
stimulants sur la natriurése (Ozaki et al., 2004). De plus, I’OT peut assurer d’autres
fonctions telles que la stimulation de la sécrétion de la prolactine, de la LH, de ’ACTH;
ainsi I’OT est impliqué dans le comportement maternel et social, les émotions, le stress,
I’anxiété, I’apprentissage, la mémoire, et la dépression (Choleris et al., 2003 ; Swaab et al.,

2005; Leng et al., 2005; Debiec, 2005 ).

Figure 5. Structure moléculaire de I’ocytocine (Rose et al., 1996)

2.3. Noyau supraoptique et plasticité cellulaire

La plasticité neuronale ou neuroplasticité référe au processus neurobiologiques a la base
d’adaptations morphologiques et fonctionnelles du systéme nerveux, en réponse aux
modifications de I’environnement et /ou consécutives aux atteintes de son intégrité
(Spreux-Varoquaux, 2012). La plasticité est observée lors du développement (pré- et post-
natale) a la base de 1’organisation du SNC, la plasticité induite par des 1ésions (lors de

traumatismes du tissu nerveux), et la plasticité¢ adaptative, qui permet la réorganisation de
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certains circuits neuronaux chez les jeunes ou les adultes lors d’un processus
d’apprentissage, ou lors de modifications de I’environnement. Ainsi dans les changements
fonctionnels liés a des processus moléculaires et pharmacologiques,comme la modification
de la sensibilité de certains récepteurs aux neurotransmetteurs, ou 1’apparition de nouveaux
récepteurs au niveau des plaques synaptiques.

Les modifications morphologiques peuvent se traduire par la disparition de synapses
existantes ou la création de nouvelles: synaptogenése (Bonfanti, 2006).

Le noyau supraoptique montre un phénomene réversible de plasticité structurale neurono-
gliale, dans diverses conditions physiologiques telles que la parturition, I’allaitement ou la
déshydratation. Qui activent les NMC et stimulent la sécrétion des deux hormones par
I’hypophyse postérieure, ces deux populations de neurones est potentialisée par une
rétractation rapide et coordonnée des projections astrocytaires permettant ainsi une
augmentation des appositions somatiques et axosomatiques, voir méme la création de
multiples synapses dans le SON (Theodosis et al., 1986). En cas de cessation des
changements physiologiques ayant entrainé ces modifications, le réseau cellulaire revient a

I’état initial.



Données bibliographiques

Unstimulated Stimulated

Figure 6. Illustration du retrait d’une projection astrocytaire permettant ’activation
de la synapse chez le rat (Leng et al., 2010)
(c) NMC vasopressinergiques et ocytocynergiques, (g) cellules gliales

Les cellules de la vasopressine et l'ocytocine (c) dans le noyau supraoptique sont
normalement séparés par les prolongent des cellules gliales (g). Au cours de la
déshydratation, ces cellules hypertrophient et les prolongements de cellules gliales se
rétractent, laissant les corps cellulaires et les dendrites en apposition étroite, par
lI'intermédiaire de jonctions GAP (vert). Les cellules de I'ocytocine en particulier ont été
plus en plus innervées par « doubles synapses » (fleche rouge),

En bas a droite : L’augmenté d'apposition dendrite-dendrite (trois dendrites étiquetés " 1"
sont directement apposées 1’une a l'autre). (Leng et al., 2010)

10
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2.4. Les marqueurs moléculaires de plasticité cellulaire

2.4.1. Les MAP (microtubule associated proteins)

Les microtubules sont des structures dynamiques subissant un continuel assemblage suivi

de démembrement dans la cellule, ils servent a modeler la forme de la cellule et a effectuer

divers mouvement cellulaires, comme certains type de locomotion cellulaire, le transport

intracellulaire d’organites et la séparation des chromosomes lors de la mitose (Cooper,

1999).

La dynamique des microtubules dépendent des MAPS, qui sont des protéines associées

aux microtubules; ils organisent les microtubules et déterminent leur stabilité. Certaines

MAP empéchent ou favorisent la dépolymérisation des microtubules, d’autres MAP

organisent les microtubules en faisceaux et les connectent aux membranes et aux filaments

intermédiaires ou aux deux (Lodish et al., 2005) , parmi lesquelles:

Les protéines MAP 1: localisées au niveau des dendrites, des axones et les
cellules non neuronales assurant I’assemblage et la stabilité des microtubules.

Les protéines Map2: est une protéine somato-dendritique au niveau des neurones
assurant la polarisation et le maintien de la structure des composants membranaires
dans les neurones (Liazoghli, 2006 ) par 1’assemblage et la connexion des
microtubules 1’un a ’autre et aux filaments intermédiaires. Chaque molécule de
MAP?2 possede trois sites de fixation a la tubuline réunis par des courts segments
de chaine polypeptidique.Ces site de fixation sont suffisamment espacés pour
permettre a la molécule de MAP2 de s’attacher a trois sous-unités de tubuline, Les
queues des molécules de MAP2 s’échappent au dehors et peuvent interagir avec
d’autres éléments cellulaires.

Les protéines Map4: se trouvent dans la plupart des types cellulaires, elles
assurent la stabilité des microtubules.

Les protéines Tau: localisées au niveau des dendrites et les axones ils sont
impliquées dans I’assemblage, la stabilité et la connexion des microtubules (Lodish

et al., 2005).

11
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microtubule

Figure 7. La molécule MAP2 fixée a la surface d’un microtubule (Karp, 2010)

2.4.2. PSA -N CAM (polysialic acid —neuronal- cell adhesion molecule)

PSA est un polymere d’acide sialique, spécifiquement localisé sur la molécule NCAM
(neural cell adhesion molécule) qui sont exprimées a la surface des cellules qui s’agrégent
pour former une structure stable (Cremer et al., 1994; Purves et al., 2005).Lorsque le PSA
est associ¢ a NCAM, ’adhésion cellule-cellule est diminuée, permettant un remaniement

des connections synaptiques (Cremer et al., 2000; Bonfanti, 2006).

PSA-NCAM intervient dans des phénomenes aussi différents que la migration cellulaire
comme la plasticité synaptique fonctionnelle (Monlezun et al., 2005). Chez 1’adulte la
PSA-NCAM est particulierement exprimée dans les structures qui sont le siege d’un
dynamisme accrue.

PSA-NCAM est particulierement abondant dans le SON (Theodosis et al., 1991; Bonfanti

et al., 1992) permettant un remaniement des connections synaptiques (Cremer et al., 2000).

12



Résumé

Cartographie des noyaux Supraoptiques Hypothalamiques du Dromadaire et la
mise en evidence des marqueurs de plasticité cellulaire : MAP2 et PSA-NCAM
par immuno-marquage

Le dromadaire (Camelus dromedarius) est un animal déserticole, montrant
une grande capacité de résistance au manque d’eau et a la déshydratation. Un des
mécanismes que développe cet animal pour surmonter les conditions difficiles du
désert, est la réduction de la diurése par la sécrétion accrue de 1’hormone
antidiurétique: la vasopressine et en moindre partie de 1’ocytocine. Les sites de la
synthése et de la sécrétion de ces deux neuropeptides, sont essentiellement les
neurones magnocellulaires (NMC) des noyaux supraoptiques (NSO) et
paraventriculaires hypothalamiques.

Notre étude s’est basée dans un premier temps sur 1’étude morphologique du NSO de
notre model expérimental afin de délimiter la distribution rostro-caudale des
magnoneurones. En utilisant la coloration hematoxylin/éosine et histochimique de
Nissl. D’autre part, la technique d’immunomarquage (immunoperoxydase/DAB) de
I’ocytocine et deux marqueurs de plasticité cellulaire : microtubule associated proteins
(MAP2) et polysialic acid —neuronal- cell adhesion molecule (PSA-NCAM), dans le
but de définir respectivement le contenu peptidique et la mise en évidence des
marqueurs de plasticité cellulaire dans le noyau.

Les résultats obtenus révelent que le NSO du dromadaire s’étale rostro-caudalement
et devient collé au trajet optique dans la zone médiane. Les NMC sont de grande taille
avec un proéminent nucléole centralis¢ dans le noyau, leurs cytoplasmes sont riche en
produit de biosynthése. Ces aspects sont en faveur d’une haute activité¢ de
neurosecrétion, notamment de 1’ocytocine que nous avons mise en évidence dans une
population de NMC.

Les cellules gliales sont trés abondantes au niveau du NSO et forment des relations
structurales avec les NMC et les capillaires sanguins, ce qui pourrait expliquer leur
forte implication dans I’entretient des NMC et le role dans la barriére hémato-
encéphalique astrocytaire. L’immunoréaction positive au MAP2 et au PSA-NCAM
révelent la présence des marqueurs de plasticit¢ cellulaire impliqués dans le
remodelage dans le NSO, ce qui laisse penser sa forte sollicitation pour maintenir la
balance hydrique en réponse aux conditions difficiles de son environnement.

Mots clés: dromadaire, noyau supraoptique, neurones magnocellulaires,ocytocine,
plasticité cellulaire, adaptation , MAP2 , PSA N-CAM.
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Mapping of the Supraoptiques nuclei hypothalamic of the Dromedary and the
highlight of the markers of cellular plasticity : MAP2 and PSA-NCAM by
immuno-labeling

The Dromedary (Camelus dromedarius) is a desertic animal, having a great capacity
of resistance to water deprivation and dehydration. Between mechanisms that this
animal develops to surmount the difficult conditions of its environment, is the
reduction of diuresis by the increased secretion of antidiuretic hormone named
vasopressin and in second position the oxytocin. The sites of Synthesis and secretion
of these two neuropeptides, are essentially magnocell neurons (NMC) of supraoptic s
(NSO) and paraventricular hypothalamic nuclei.

Initially, our study is interested to analyze the morphological study of dromedary
NSO to understand the rostro-caudal distribution of the magnoneurones Using
hematoxylin/eosin and Histochemical Nissl stains. On the other part, the technique of
immunolabelling (immunoperoxidase/DAB) of oxytocin and two markers of cell
plasticity: microtubule associated proteins (MAP2) and polysialic acid - neural - cell
adhesion molecule (PSA-NCAM), was used in order to have some information s
respectively the on the peptide content and highlighting markers of cellular plasticity
in the nucleus.

The results obtained showed, that the NSO of the dromedary broaden rostro-caudally
and becomes aligned on the superior bordg of optical tractuntil the midiane zone. The
NMC are large with a prominent nucleolus centralized in the nucleus, their
cytoplasms are are full of biosynthesis product. These features reveal a high activity
of neurosecretion, which was sustained by the presence of oxytocin that we have
highlighted in a population of NMC.

Glial cells are very abundant in the NSO and form a structural relationship with the
NMC and the blood capillaries, which could explain their strong involvement in
supporting the NMC and their role in the astrocytic blood brain barrier. The positive
immune response to the MAP2 and PSA-NCAM reveal the presence of markers of
cellular plasticity involved in remodeling in the NSO, suggesting its high request to
maintain the water balance in response to the hard conditions of its environment.

Key words: dromedary, supraoptic nucleus , magnocell neurone, oxytocin, cell
plasticity, adaptation , MAP2 , PSA N-CAM.
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Matériel et méthodes

Chapitre I1: Matériels et méthodes

Notre travail nécessite I’implication et la collaboration de plusieurs laboratoires :
les étapes de circulation/ inclusion, ont été réalisées au niveau du laboratoire privé
d’anatomo-pathologie et de cyto-pathologie du Dr Khemsi. La préparation des lames
gélatinées, et la coloration de NISSL se sont déroulées au laboratoire de
phytopharmacie du département de biotechnologies, faculté des sciences de la nature
et de la vie. La microtomie a été realisé au sein de laboratoire de cytophatologie :

centre hospitalo-universitaire naffissa HAMOMUD ex-parnet

Les immunomarquages se sont déroulées au niveau du laboratoire d’anatomo-

pathologie: pierre et marie CURIE (hopital Mustapha PACHA).

Au niveau de la facult¢ de Médecine laboratoire d’histologie et de cytologie,

université Blidal ont été réalisé 1’observation et la prise des photos.
1. Matériel d’étude
1.1. Matériel Biologique

Le dromadaire est un mammifére désertique .le non dromadaire vient du grec dromas,
qui signifie coureur (Beard, 1995). Le dromadaire comparant par d’autres
mammiferes, présente une grande capacit¢ d'adaptation a la déshydratation ;
essentiellement par la réduction de la diurese ; qui est due a I'action de la vasopressine
sur rein (Djazouli et al., 2010), car il est capable de rester plusieurs semaines sans
boire, et jusqu'a un mois sans manger ,sous des climats trés chauds (ou tres froids)
(Faye,1997). Le dromadaire est capable de faire varier sa température corporelle
jusqu'a 6°C en ¢été chez I’animal déshydraté, ce qui lui permet une diminution de

I’évaporation (Faye et Bengoumi, 2002).

Le dromadaire (Camelus dromedarius) Fig.8, est également appelé chameau d'Arabie.
sa classification selon Mukasa-Mugerwa (1985) est la suivante: Régne: Animal,
classe des Mammiferes, Ordredes Artiodactyles, groupe des: Tylopodes, famille des

Camélidés, genre: Camelus et espece: Camelus dromedarius.

Notre matériel biologique comprend trois 1I’hypothalamus des males adultes, prélevée

rapidement apres 1’abattage de 1’animale qui est dans notre étude le dromadaire.
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Figure 8. Dromadaire race terghi en position (décubitus sternal) d’abattage (originale)
1.2 Matériel non biologique

Le matériel utilis¢é dans la présente étude est comme suit (pour détaille voir
annexe): Automate ou se déroule la déshydratation et imprégnation, un
microtome de type Leica pour la confection des coupes des échantillons, un
distributeur de paraffine de type Leica EG1160. Un microscope photonique
chargé d’une appareille photos de type Leica. Des réactifs de colorations, des

anticorps spécifiques et des kits de révélation pour I’'immunomarquage.
2. Méthodes d’études
2.1. Prélévement

Le prélévement a été effectué au niveau de I’abattoir de la wilaya d’El oued au mois
de janvier 2011: (cette partie a été réalisée par Dr. Djazouli-Alim). Juste apres
I’abattage, et I’extraction du cerveau, I’hypothalamus est coupé a des tranches de Icm

puis immergé dans le liquide fixateur.
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2.2. Fixation

Réalisée grace a un agent fixateur: le formaldéhyde, qui préserve les tissus en
immobilisant leurs structures, et en le gardant a un état aussi proche que possible de
I’état vivant, ilinhibe 1’altération tissulaire et entraine un durcissement des tissus
permettant la confection des coupes.

La fixation est effectuée par immersion des échantillons, dans le formaldehyde a 107

dans le tampon phosphate, pH 7
2.3. Préparation des blocs de paraffine

Deux régions hypothalamiques d’intérét (rostral et caudal) (Fig.9) sont coupées au

niveau du chiasma optique.

Figure 9. Les régions hypothalamiques d’intérét

A. larégion hypothalamique coupée en parties 1 et 2, partie 1 rostrale, partie 2

caudale

La paraffine liquide n’est pas miscible a I’eau, par conséquent les pieces fixées

doivent passer dans des liquides intermédiaires miscibles entre eux; a ’eau et a la
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paraffine. Le passage dans ces liquides constitue 3 phases: la déshydratation,

I’éclaircissement et I’imprégnation.

Toutes ces étapes sont réalisées grace a un circulateur automatique qui comporte un
seul bain avec un systeme de vidange/remplissage automatique des réactifs.

Les échantillons sélectionnés sont mis dans des cassettes d’inclusion dans le formol
durant 03 heures pour une fixation supplémentaire, puis une déshydratation dans

I’éthanol de concentration croissante 70°, 90°,95° et I’éthanol absolu.

Respectivement, les échantillons sont trempés dans 1’éthanol durant (1) heure pour
chaque concentration sauf pour 1’éthanol absolu la durée est (2) heures. L’éthanol
miscible a I’eau pénetre dans les tissus tout en chassant 1’eau tissulaire.

Les tissus sont ensuite immergés dans le xyléne (agent éclaircissant) durant 3 heures.
Le xyléne miscible dans 1’éthanol, mais également dans la paraffine, va remplacer
dans un premier temps 1’éthanol dans le tissu, le rendant transparent et dans un second

temps, attirer la paraffine.

Enfin, les prélévements sont imprégnés par de la paraffine liquide durant 3 heures.
L’imprégnation est suivie par I’inclusion dans des blocs de paraffine: 1’étape de
I’enrobage est réalisée grace a un distributeur qui verse la paraffine liquide dans des

moules en acier inoxydable.

La piece a inclure est saisie a I’aide d’une pincette et déposée sur sa surface de coupe
dans le moule, puis une petite quantité¢ de paraffine est versée au fond du moule.La
cassette servant de support au bloc, est ajustée au dos du moule puis la paraffine
liquide est reversée sur la cassette afin qu’elle adhére a la piece.

Enfin le moule est remis sur la plaque froide pour que la paraffine durcisse. Le bloc

obtenu est démoulé puis congelé pour accélérer le durcissement de la paraffine.

2.4. Microtomie
Elle consiste en la confection a partir d’un bloc en coupes mince a 1’aide d’un
microtome. Le bloc est introduit par son support, dans la pince a objet du microtome

(LEICA) et immobilisé.
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La surface du bloc doit étre verticale, parallele et ajustée au rasoir (jetable), la roue
motrice est tournée a 1’aide d’une manivelle, ce qui entraine un déplacement vertical
du bloc pour le mettre en contact avec le rasoir. Cela permet d’enlever I’exces de
paraffine qui recouvre le tissu. Cette opération appelée rabotage. Une fois le rabotage
terming, la coupe débute, apres avoir réajusté I’échelle a 10pm.

La paraffine fond légérement sous 1’action de la chaleur produite par le frottement
avec le rasoir, ce qui permet aux coupes d’adhérer les unes aux autres pour former un
ruban.

Notre région hypothalamique est repartie en 2 blocs, chaque bloc est coupé en séries

continue de 10um (coupes sériées).

Figure 10. Le ruban des coupes réalisé en microtomie
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2.4.1. Etalement des coupes

2.4.1.1. Préparation des lames gélatinées

Les lames gélatinées permettent une meilleur adhésion des coupes sur les lames et
¢vite le décollement des coupes pendant les séries de lavage au cours de
I’immunomarquage.

Les lames gélatinées sont dégraissées pendant deux jours dans un mélange de ’alcool
et I’acide chlorhydrique puis laver et rincer a 1’eau distillée.

Par la suite les lames sont trempées dans un mélange de gélatine /alun de chrome puis

les séchées a la température ambiante pendant 24 heures. (Voir annexe).

2.4.1.2. Etalement

Pendant la coupe, les tissu inclus dans la paraffine sont trés comprimés, afin
d’atténuer cette compression et d’enlever les plis du tissus, les coupes sont étalés dans
un bain marie réglé a 40°C et les plis sont enlevés grace a une aiguille. Les coupes
sont «repéchées» a I’aide d’une lame gravée avec un diamant et comportant le numéro
de la piece.

Les lames sont par la suite placées dans un panier pour lames et séchées a 120°c dans

I’étuve pendant 20 mn.

2.5. Coloration histochimique des coupes

2.5.1. Déparaffinage et hydratation

Le déparaffinage a pour but de retirer la paraffine des tissus, pour cela le xyléne
dissout le mieux la paraffine. L hydratation a pour objectif de retirer 1’éthanol du tissu
et de le remplacer par I’eau.

Dans 1’¢étuve, la paraffine fond complétement, ce qui facilite le déparaffinage. Une
fois la paraffine fondue, les lames sont immédiatement plongées dans un bain de
xyléne pendant 10 minutes.

Elles sont ensuite immergées dans 4 bains d’éthanol (5 minutes chacun) de
concentration décroissantes (100°, 100°, 95°, 70°). Apres le dernier bain d’éthanol, les

lames sont rincées dans un bain d’eau du robinet.
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2.5.2. Coloration de Nissl

La coloration de Nissl est une coloration histochimique particuliérement utilisée pour
le tissu nerveux, elle révele les corps de Nissl qui sont des agrégats de réticulum
endoplasmique granuleux. IIs se situent dans le corps cellulaire du neurone. De méme,
ils sont présents dans les dendrites, les corps de Nissl sont par contre totalement
absents de 1'axone. Ils sont fortement basophile détectables aprés coloration au violet
de crésyl.

Ce dernier se lie a des substances basophiles comme I'ARN ou 'ADN. Le noyau et les
ribosomes sont donc colorés en violet.

Les lames sont immergées pendant 8 a 10 minutes dans la solution du violet de crésyl

0,5% puis a I’eau distillée pendant 3 a 5 minutes.

2.5.3. Coloration hématoxyline et I’éosine

La coloration a 1'hématoxyline et a 1'éosine est une méthode de coloration de tissus
trés utilisée en histologie, notamment dans le cadre de diagnostiques médicaux. Cette
méthode colore le noyau en bleu-noir (hématoxyline) alors que le cytoplasme et la
matrice extracellulaire sont colorés en rose (€osine). Apres déparaffinage et
hydratation des coupes, les lames sont émergées dans un bain de hématoxyline

pendant 5 minutes, ensuite les lames sont rincées dans un bain d’eau du robinet.

Elles sont ensuite immergées dans un bain de HCL (acide chlorhydrique ) pendant 1
minute, puis les rincées dans un bain d’eau, ensuite faire passer les lames dans un bain

d’eau ammoniacale pendant 1 minute puis dans un bain d’¢osine pendant 2 minutes.
2.6. Technique immunohistochimique
Un anticorps se lie spécifiquement a des antigénes dans les tissus biologiques, dans

notre étude, nous avons utilisé 3 type d’anticorps: ANTI-OT, ANTI-MAP2, ANTI-

PSA. Les étapes de I’'immunomarquage sont réalisées dans une chambre humide .
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2.6.1. Prétraitement du tissu
2.6.1.1. Déparaffinage et hydratation

Les coupes ¢étalées sur des lames gélatinées sont placées dans 1’étuve pendant 24

heures a 60°C pour 1’élimination de I’exces de la paraffine.

Elles sont ensuite plongées dans 2 bains de xyléne puis 4 bains d’éthanol de
concentration décroissantes (100°, 100°, 95°, 70°) 5 minutes chacun. Puis dans 1’eau

distillée.
2.6.1.2. Démasquage enzymatique

Les lames sont immergées dans une solution TRS (Target Retrieval Solution) pH 9
pendant 40 minutes a 97°C (au bain marie), puis refroidies pendant 20 minutes, a la

fin rincés a I’eau distillée.

2.6.1.3. Blocage de la peroxydase endogéne

Les coupes sont encerclées par une matiere hydrophobe a 1’aide de DAKOpen pour
éviter la dispersion et la perte des réactifs.

Les lames sont incubées dans 1’eau oxygénée H202 (3%) pendant 5 minutes pour

inhiber la peroxydase endogene, puis rincées a I’eau distillée.

2.6.1.4. immunomarquage

Les caractéristiques des anticorps primaires utilisées dans notre étude sont résumées

selon leur antigéne, clone, type, origine, et dilution dans le tableau suivant:
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Tableau 1: Les anticorps, source, nature et dilutions

Antigeéne anticorps Clone type Origine dilution
La MAP 2 est une
protéine somato- . . .
Anti —-MAP2 A titre gracieux | 1/300
dendritique au
niveau des / Monoclonal (Dr Djazouli
neurones ,univ.Barcelone )
PSA N-CAM
exprimées a la _
Anti- PSA N- 2-2B Monoclonal CHEMICON 1 :200-1 :400
surface des cellules
CAM ' ‘
qui sont le siege (Dr Djazouli
d’une plasticité ,univ.Barcelone )
accrue.
Ocytocine, une
h
neurohormone Anti. CHEMICON
synthétisée par des o ]
cytocine ) .
neurones 7 / Polyclonal (Dr Djazouli 1 :500-1 :3000
magnocellulaires ;univ.Barcelone )

Apres rincage au tampon PBS pendant 5 minutes, les lames sont incubées séparément
avec les anticorps primaire pendant 1 a deux heurs a la température ambiante. Les
coupes sont rincées 2 fois avec le tampon PBS (5 minutes chacun). Ensuite, elles sont
incubées avec ’anticorps secondaires biotinylés anti-souris si il s’agit de anticorps
primaire monoclonal ou anticorps secondaire (biotinyl¢) anti-lapin avec les anticorps
primaire polyclonaux pendant 1 a deux heurs, puis les rincées pour les incubés avec la
streptavidine couplée a la peroxydase.

Apres ringage 2 fois (5 minutes) avec le tampon PBS.

La révélation se fait par le DAB (Iml de substrat + 20ul de chromogéne) pendant 5 a
10 minutes jusqu'a ’obtention de la couleur marron. La réaction est stoppée par le

ringage avec ’eau distillée.
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2.7. Montage

2.7.1. Montage des coupes traitées par les colorations de Nissl et
d’Hématoxyline/Eosine

Les coupes sont passées dans 4 bains d’alcool 70°,96°,100°,100° puis dans 2 bains de
xyléne pendant 5 minutes chacun. la lamelle est fixée sur la coupe histologique en

appliquant une goute de milieu de montage 1’eukitt.

2.7.2. Montage des coupes de ’immunomarquées
Le montage entre lame et lamelle se fait avec un milieu aqueux spéciale :DAKO,

Faramont.

2.8. Observation et prise des photos
La lecture des lames et la prise des photos est effectuée aux différents grossissements
de microscope chargé d’une camera numérique de type Leica, qui permet 1’acquisition

d’images numériques.
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Discussion

Chapitre I'V: Discussion

La régulation homéostasique de la teneur en eau corporel ainsi que le
processus de la parturition, et la lactation sont en grand partie sous la dépendance de
la de la vasopressine (VP) et de I’ocytocine (OT) (Theodosis et al, 1998; Swaab et al.,
1975).

Le site principal de la synthése de la VP et de I’OT est les neurones magnocellulaires
(NMC) du systeme hypothalamo-neurohypophysaire. Les pericaryons de ces neurones
se rassemblent au niveau des noyaux hypothalamiques supraoptiques (NSO) et
paraventriculaires (NPV). Leurs axones traversent I’éminence médiane et en majorité,

se projettent dans le lobe nerveux de I’hypophyse.

Notre étude a été effectuée sur le NSO d’un mammifeére déserticole: le
dromadaire qui est capable de s'adapter a la déshydratation grace a des particularités
anatomiques et physiologiques remarquables pour une espéce de sa taille. Nous nous
sommes limités dans 1’exploration morphologique et neurochimique de quelques
molécules pouvant exister dans ce noyau et qui pourraient évoquer certaines

particularités propres a cet animale.

I. Structure et cytologie du noyau supraoptique

La coloration histochimique de Nissl a permit de démontrer I’aspect de la
distribution des NMC du NSO du dromadaire dans le sens rostro-caudale, ainsi que
leur regroupement et leur particularités cellulaires. Le noyau est situé juste au dessus
du trajet optique rostralement, en effet il apparait comme un amas dense de cellules
situées a la face ventrale de I’hypothalamus, au niveau du bord externe du chiasma
optique. De fagon générale et particulicrement chez le rat, 1’extrémité antérieure est
située au devant du chiasma optique (Legait,1955).

Les corps cellulaires des NMC sont de grande taille avec des prolongements
bipolaires ou tripolaires. Les dendrites sont relativement courtes sans ramification . Le
cytoplasme renferme une grande plage formée a partir de granules neurosécrétoires
qui pourraient renfermer les nonapeptides : la vasopressine et 1’ocytocine. En effet,

des observations similaires ont ¢été décrites par Armstrong (1995). Les dendrites des
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NMC du NSO peuvent également contenir des granules sécréteurs semblables a celles

observées dans les corps cellulaires (Theodosis, 1986).

Les corps cellulaires neurosécrétrices sont facilement reconnaissables par leur taille
relativement importante, et les substances de Nissl ainsi que par I’existence d’un
grand nucléole central. ces neurones sont habituellement séparés par des neuropiles et
des ¢léments gliales (theodosis et al., 1986) comme nous avons observé dans notre
¢tude. Des neurones multipolaires représentent un petit sous-ensemble de cellules
neurosécrétrices (Tweedle et Hatton, 1976; Armstrong,1995), cependant ceci n’a pas

été noté dans nos observations.

En outre, de plus la coloration de Nissl, la coloration hématoxyline/éosine a permit de
déceler une population de cellules gliales dans le NSO et qui accordent des relations
structurales avec les NMC et d’autre qui se trouve a la limite ventrale de 1’hypothalamus :
la limitante gliale ventrale (LGV). Ces cellules sont des astrocytes qui ont une
morphologie proche de celle de la glie radiaire que 1’on trouve dans le cerveau en
développement (Gouazé, 2012).

En effet, chez le rat Les cellules gliales prédominantes au niveau du NSO, leurs corps
cellulaires se localisent au niveau de la LGV et leurs expansions se prolongent plus
de 500 um vers la partie dorsale du noyau et forment de fines séparations entre les

NMC (Hatton, 1990).

I1. Neurochimie du noyau supraoptique et plasticité cellulaire

Dans le NSO du dromadaire nous avons mis en évidence une population
ocytocinergique, d’autres travaux ont mis en évidence I’existence d’une population
vasopressinergique (Djazouli Alim, 2012). Des études sur la nature chimique des
NMC ont rapporter I’existence de ces deux populations de NMC cher le rat (El. may
etal., 1987).
En tant que neurohormone, OT intervient principalement dans les processus de la
parturition, la lactation et la régulation osmotique. En outre, il est libéré dans de
nombreuses régions centrales du systtme nerveux central il a un réle dans la
régulation de plusieurs fonctions neurovégétatif, limbiques et comportementales

(Richard, 1991).
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Les neurones magnocellulaires hypothalamiques de part cet particularité de
neurosecretion possedent des caractéristiques communes aux cellules sécrétrices

(theodosis,2002; Lane et al.,2013).

Dans la deuxiéme partie de notre étude, nous avons recherché au niveau du
NSO du dromadaire, une éventuelle existence de molécules impliquées dans
plasticité cellulaire. En effet Les protéines impliquées dans la plasticité, peut étre
divis¢ en deux groupes principaux: protéines du cytosquelette et les molécules
d'adhésion cellulaire (Djazouli et al., 2010). Dans I'hypothalamus, cette plasticité
structurelle est représentée par des modifications de la taille et la forme des corps
cellulaires et les dendrites; exprimant des molécules d'adhésion de surface cellulaire
comme la PSA N-CAM et des protéines du cytosquelette associées aux microtubules

comme la MAPs (Theodosis ,2002).

L’immunomarquage de la protéine associée aux microtubules la MAP2, présente une
immunoréaction positive dans les neurones du NSO, plus précisément au niveau du
péricaryon et les prolongements dendritiques et axoniques. En effet la MAP2 assure la
polarisation et le maintien de la structure des composants membranaires dans les
neurones (Liazoghli, 2006), et organise les microtubules et détermine leur stabilité
(Lodish et al., 2005). L’existence importante de MAP2 dans les NMG, pourrait
expliquer un fort transport de matériel granulaire au site de libération peptidique (la
neurohypophyse) pour probablement le maintient d’eau au niveau rénale du au

manque d’eau du milieu.

Les résultats de I'immunomarquage de la PSA N-CAM indiquent une
immunoréaction positive dans le NSO. En effet, le marquage PSA est observé dans
les astrocytes, et au niveau des somas neuronaux, et est é¢galement présent sur les
dendrites et les axones qui projettent vers la neurohypophyse (Theodosis et Poulain,
1999; Bonfanti, 2006). De plus I'immunoréactivit¢ de PSA a été détectée chez
plusieurs modeles animaux notamment dans le syst¢tme de GnRH du singe (Perera et
al., 1992) et dans plusieurs noyaux de l'hypothalamus de brebis (Theodosis et
al.,1994).

D’apres Theodosis et ses collaborateurs (1994), généralement le PSA peut affecter la

durée de contact entre la membrane des cellules et la matrice extracellulaire, donc
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limiter 1'adhésion et optimiser les conditions de remodelage des cellules et le tissu.
La PSA-N-CAM est exprimée dans d’autres structures centraux possédant une
plasticit¢ morphologique (Bonfanti et al., 1992). La polysialylation est une
caractéristique permanente de certains neurones et des astrocytes qui est conservée
tout au long de la vie de l'animal et qui permet ensuite aux cellules de subir un
remodelage morphologique lorsque les conditions se manifestent (Theodosis et

al.,1994).
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CHAPITRE III: Résultats
I. Etude morpho-histologique du noyau supraoptique

La coloration de Nissl est particuliérement utilisée dans 1’exploration topographique
du tissu nerveux révélant les corps de Nissl situés dans les corps cellulaires des
neurones et les dendrites. Dans notre étude cette derniére a été utilisée pour colorer
les neurones magnocellulaires hypothalamiques (NMC) des noyaux supraoptiques
(NSO). La coloration d’hématoxyline et €éosine pour identifier les noyaux et le
cytoplasme a été aussi utilisé dans le but d’observer en générale touts les autres

composants cellulaires du NSO.
I.1. Aspect morphologique général

Sur une coupe craniale et par 1’utilisation de la coloration de Nissl, la figure 12 nous
présente une vue générale du NSO, dans sa partie rostrale (fig.12 A, B). Le NSO est

formé par un amas de corps magnocellulaires, distribués au dessus de trajet optique.

Dans la zone médiane du NSO, Les NMC se regroupent en amas et forment environ
un angle de 25° (fig.12 C). Les NMC du NSO sont limités ventralement par le trajet

optique. Les cellules gliales forment la limitante gliale latéralement (fig.12 C).

Les NMC se distribuent uniformément tout au long de 1’extension rostro-médiane du

NSO (fig.13 A, B, C).
I.2.Cartographie

Des logiciels spécialises de traitement d’images numérisées, ont permis de retracer
rosto-caudalement les coupes sériées du NSO (fig 14). , commengant par le bord

antérieur (rostral) (fig 14. 1, 2) jusqu'a la zone médiane du NSO (fig 14. 3, 4).

Le NSO, est situe juste au dessus du trajet optique rostralement. L’extension du NSO,
n’est pas homogeéne dans la partie antérieure, en effet le NSO est étendue a droite et
rétréci a gauche (fig.14. 1). La superficie du NSO augmente progressivement dans le
coté¢ gauche (fig.14. 2 et 14.3) au fur et a mesure qu’on avance caudalement dans la
zone hypothalamique d’intérét. Au niveau de la zone médiane, I’extension du NSO est

homogene de part et d’autre, avec un aspect allongé ou en batonnet (fig14.4).
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1.3.Cytologie

La coloration de Nissl a permit de bien délimiter les NMC avec leurs
extensions (fig. 15). Ils sont caractérisés par des pericaryons de grande taille. De
nombreuses cellules gliales sont présentes a proximité des NMC (fig. 15, A, B). Il
semble que ces cellules forment des relations structurales membranaires avec eux (fig.

15B).

Au fort grossissement (fig. 15C), I’aspect cellulaire des NMC est bien observé et
montre des NMC avec des péricaryons volumineux qui donnent naissance a plusieurs
prolongements ramifiés de deux types: de fines et courtes dendrites .

Dans le cytoplasme des NMC, une plage contenant le produit de sécrétion occupe la
quasi-totalit¢ du cytoplasme, le nucléole est trés volumineux et occupe souvent le
centre nucléaire. Dans cette méme figure, la relation structurale membranaire entre

NMC et cellules gliale est bien évidente.

De plus la relation structurale membranaire que forment les prolongements des
cellules gliales avec les NMC (fig. 16, A), ce méme aspect et retrouvé avec la
composante vasculaire assurant une barriere hemato-encéphalique astrocytaire, bien
¢évidente dans la figure 16, B, C et D. Il semble que le NSO est fortement infiltré par

les vaisseaux sanguins.

La lumiére d’un capillaire sanguin dont la membrane est tapissée par des cellules
endothéliales sont jointives essentiellement pour assurer la barricre hémato-
encéphalique endothéliale, la présence des cellules gliales autour du capillaire sanguin
forme la barriere hémato-encéphalique astrocytaire. Il aussi remarquable que les

globules rouges ont une forme ovale (fig. 16, D).
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1.4.Composition chimique du noyau supraoptique

L’immunomarquage de I’ocytocine est positif au niveau du NSO (fig. 17),
L’immunoréaction est retrouvée essentiellement au niveau des NMC (fig. 17, A, B)
et leurs prolongements cellulaires (fig. 17, C, D). 1l n’existe pas seulement une
population de NMC ocytocinergique au niveau du NSO une autre vasopressinergique

a été identifiée par immunomarquage (Djazouli,2012).
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II. Marqueurs de plasticité cellulaire au niveau de noyau supraoptique

Dans cette partie on a essayé de démontrer la présence de MAP2 et PSA N-CAM
dans le noyau supraoptique du dromadaire, molécules impliquées dans

neuroplasticité.
II.1.Immunomarquage de la MAP2

L’immunomarquage de la MAP2 est positif au niveau du NSO (fig. 18),
I’immunoréaction est retrouvée dans la composante neuronale : les NMC (fig. 18 A,
B). Au fort grossissement, de plus le marquage se trouve dans le cytoplasme des
NMC mais aussi dans leurs prolongements cellulaires (fig. 18 C, D)..Il est
remarquable dans la figure 18. E que au milieu du corps cellulaire des NMC
immunopositifs, des noyaux, volumineux, sphériques, clair, avec un gros nucléole,
arrondi, dense, bien visible sont présent. Il est noté bien clairement I’immunoposivité

de I’axone et de son cone d’implantation.
I1.2.Immunomarquage de la PSA N-CAM

La présence du marqueur de plasticité¢ cellulaire la PSA N-CAM dans le noyau
supraoptique est nettement visible par son immuno-positivité (fig. 19.). L’intensité du
marquage est importante dans les péricaryons des NMC ainsi que leurs prolongements
cellulaires (fig. 19 B, C). De plus le marquage présente un aspect granulaire surtout a

la périphérie nucléaire (fig. 19 D).
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L’¢tude morphologique du noyau supraoptique du dromadaire, et
I’immunomarquage de certaine molécules 1’ocytocine, la MAP2 et la PSA-NCAM
nous ont permis de caractériser ce noyau ainsi que mettre en évidence 1’existence des

marqueurs de plasticité cellulaire.

Les résultats obtenus par la coloration histochimique de Nissl révéelent que le
noyau supraoptique du dromadaire est situé¢ juste au dessus du trajet optique. Par la
méme coloration on a pu réaliser la cartographie de ce noyau dans les deux zones:

rostrale, médiane.

De plus, on a démontré les différents ¢léments cellulaires qui prédominent dans le
NSO qui sont les neurones magnocellulaires, les cellules gliales et les capillaires
sanguins. Les cellules gliales établissent de fortes relations structurales avec les NMC
et les capillaires
Les NMC sont caractérisés par leur taille volumineuse. Leurs corps cellulaires
présentent deux types de prolongements: de fines et courtes dendrites et un long
axone; la présence de substances de Nissl , et les vésicules de sécrétion, ainsi un
noyau, volumineux, sphérique, clair, contenant un gros nucléole .

En outre, nos résultats ont présenté 1’aspect de la barriere hémato-

encéphalique endothéliale et gliale (astrocytaire).

En fin, les résultats obtenus par immunomarquage de 1’ocytocine, MAP2, PSA
N-CAM nous ont permis de comprendre une partie de la composition neurochimique
du NSO du dromadaire, et de mettre en évidence I’existence des marqueurs de

plasticité cellulaire.

La présence de 1’ocytocine confirme le role primordial de NSO dans divers aspects
physiologiques et comportementaux de la fonction de la reproduction chez ce modéle
animal. La présence de MAP2 et de PSA N-CAM a permis de mettre en évidence ces
deux marqueurs de plasticité dans le NSO et suggérer leur role dans le remodelage

cellulaire lors d’un stimulus en réponse aux changements environnementaux.

En perspective, pour mieux comprendre I’organisation du noyau supraotique et
la relation entre ses €léments cellulaires, il serait intéressant d’aborder des analyses

ultrastructurales ainsi que des immunomarquages des marqueurs de plasticité
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cellulaire dans les différentes conditions de stimulation telles que: la gestation, la

parturition, la lactation et les changements saisonniers.
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Annexes

1. Composition de mélange de gélatine /alun de chrome

1,25 g gélatine

0,125 g alun de chrome

250 ml eau distillée

La méthode:

Préparer le mélange chauffé a une température inferieur a 45°C.

Filtrer le mélange.

Laisser refroidir

Tremper les lames dans la solution

Faire sécher a la température ambiante pendant 24 heures.

2. Table pour la dilution de I’alcool

Concentration initiale
100 00 o8 [ o7 o6 o5 | 00 |8 |8 | 75|70 6 60 50
Concentration956,5 5,45 |83 251 1,05
findle op[13,25 11,82 [10,42 [307 773 le4t

850,54 119,05 |17,58 16,15 1473 13,733 6,5
8012859 27,00 2547 1395 2245 2095 1379 |62
753758 359 |4,28 12,67 31,08 29,52 [21,89 (1448 [7.2
704775 4598 44,25 42,54 4085 39,18 [3,05 (23,14 (1535 7,64
659,27 5749 55,63 5381 52 50,22 41,53 [33,03 (246 [16,37 8,15
607282 7080 688 6585 6432 61 5365 (4448 (3544 2647 (1750 876
550886 (86,42 (84,28 (82,16 80,06 77,99 (67,87 [57.9 |48,07 (38,32 26,63 19,02 947
50/107,44|105,08/102,75/100,44 98,15 95,89 84,71 (73,90 [63,04 (5243 {4173 31,25 2047
45/130,26(127,67/125,11(122,57/120,06 117,57(105,34(93,30 (81,38 |63,54 [57,78 146,09 3446 1141
401158,56 /155,60 /152,04 150,02 147,22 144,46/120,8 [117,34/104,01(30,76 (77,50 6448 5143 2555
75/194,63/191,39 188,19 185,01 181,85 178,71 163,28 [148,01(132,88(117,82 (102,84 87,33 73,08 43,59
30(242,38 (238,67 (234,99 231,33 227,70 224,08/206, 22 [188,57(171,05(153,61(136,04 118,94 101,71 6745
25/308,3 (304,52 /300,18 295,86 291,56 287,28(266,12 [245,15(224,3 [203,61(182,83 162,21 141,65 100,73
2014085 1403,13(297,79 (392,47 387,17 1381,3 [355,8 [329,84(304,01 (278,26 (252,58 226,98 201,43 150,55
15/574,75 /567,43 560,52 553,55 546,59 539,66 (505,27 |471 436,85 402,81 368,83 134,91 201,07 232,64
10(907,09/096,72/006,4 |76,1 |965,15/855,15(804,5 |752,65(702,89/652,21 601,6 |551,06(500,50/299,35

nb. La table indique qu'il faut ajouter 105,34 ml d'eau a 100 mL d'alcool a 90° pour

obtenir de 1'alcool a 45°.

3. Composition de solution de violet de crésyl




Annexes

- 2,5 gviolet de crésyl
- 300 ml eau distillée
- 13,9 g sodium d’acétate
- 92 ml eau distillée
- 29 ml acide acétique glacial
- 471 ml eau distillée
Meéthode :
Me¢élanger 300 ml de violet de crésyl et 30 ml solution d’acétate de sodium et 170 ml

solution acide acétique glacial.

4. préparation de réactifs de coloration a I’hématoxyline et a I’éosine

-Colorant hematoxyline de Harris (Solution préte a I’emploi)

-Solution de HCL : 5 ml d’acide chlorhydrique concentré dans 1000 ml d’eau distillée
-L’eau ammoniacale : 2ml d’ammoniaque dans 1000 ml d’eau distillée

-Eosine: 100 ml de solution aqueuse a 3% d’éosine +125 ml d’éthanol a 95 % et 2

gouttes d’acide acétique glacial dans 375 ml d’eau distillée

5. Préparation de la solution de démasquage enzymatique (Target Retrieval
Solution/ pH 9)
- 1 volume de Tampon citrate

- 9 volumes d’eau

6. Tampan PBS (Phosphate Buffered Saline/ pH 7)
Composition:

- phosphate de sodium dibasique

- phosphate de sodium monobasique et

- chlorure de sodium.

Dilution 1:20
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Appareillage

Un circulateur automatique: (EXCELSIOR ES) appel¢ « Thermo electron » qui

comporte un seul bain avec un systeme de vidange/remplissage automatique des

réactifs; ou se déroule la déshydratation et imprégnation des échantillons.

Figure 20. Circulateur automatique

Un distributeur de paraffine: de type LeicaEG1160 constitue d’un circuit chauffé (a

60°C) se termine par un distributeur ou s’écoule la paraffine liquide, et une plaque
froide.
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