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INTRODUCTION



I. GENERALITES SUR LA STRUCTURE ET LES FONCTIONS DE L’'HYPOPHYSE.

L’hypophyse forme avec I'hypothalamus un couple anatomique et fonctionnel. Cet
organe est subdivisé en deux parties, 'adénohypophyse (ou hypophyse glandulaire) et la
neurohypophyse. Cette derniere est une annexe topographique et physiologique de
I'hypothalamus. La frontiere entre les deux éléments est quelque peu arbitraire. La
neurohypophyse contient les axones et les terminaisons nerveuses des neurones des noyaux
supra-optiques et paraventriculaires, qui traversent successivement I'éminence médiane, la
tige hypophysaire et le lobe nerveux. A cet endroit, les neurones libérent la vasopressine
(AVP) et I'ocytocine (OT) dans les arteres hypophysaires inférieures.

L’hypophyse antérieure quant a elle assure une interface endocrine entre le cerveau et
les tissus périphériques (figure 1). La connexion hypothalamo-antéhypophysaire se fait grace
a la libération de facteurs hypophysiotropes par des neurones hypothalamiques au niveau de
I’éminence médiane. Déversés dans les vaisseaux du plexus primaire du systeme porte, ces
facteurs vont parvenir par cette voie vasculaire aux cellules endocrines de I'adénohypophyse,
dont ils vont contréler, entre autres, les sécrétions hormonales. Les cellules sont regroupées en
colonnes plus ou moins anastomosées, les cordons, délimitées par une lame basale (lame
basale péri-cordonale) (figure 2). Des segments de cette lame basale sont également présents
au sein des cordons (lame basale intra-épithéliale). Ces cordons sont séparés des capillaires
environnants par un tissu conjonctif assez réduit (espace péricapillaire). L'adénohypophyse
libére dans la circulation générale plusieurs hormones qui interviennent dans des fonctions
physiologiques aussi diverses que la croissance ou la reproduction. L’adénohypophyse est
constituée de trois lobes, ayant des roles distincts.

Le lobe intermédiaire (oRars Intermediaest situé entre la neurohypophyse et le lobe
antérieur, séparé de ce dernier par la fente hypophysaire. Il est le siege de la production

d’hormone mélanotropea¢MSH), hormone agissant chez de nombreux animaux sur la
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Figure 1: Vue d'ensemble du systeme hypothalamo-hypophysaire (modifié
d'apres Dufy-Barbe, 1984).



coloration de la peau. Le lobe intermédiaire est peu vascularisé, et il recoit une innervation
diffuse (Stoeckekt al, 1981). Cette structure disparait chez 'Homme entre 10 et 20 ans,
alors qu’elle est présente tout au long de la vie chez les autres espéces.

Le lobe tubéral, ou Pars Tuberalis est présent chez les Vertébrés a I'exclusion des
poissons, mais sa structure difféere selon les especes (Wittketvaki 1999). II comporte
deux couches de cellules ou plus, qui s’étendent sur la face ventrale de 'éminence médiane, et
qui entourent la tige pituitaire. Dans sa partie distale, la Pars Tuberalis des Mammiferes
fusionne avec les lobes antérieur et intermédiaire, sans démarquage bien précis. Chez les
autres vertébrés, la Pars Tuberalis constitue une entité bien définie, complétement séparée de
la Pars Distalis. Les cellules de la Pars Tuberalis sont proches des capillaires du plexus
primaire et des terminaisons des neurones qui S’y projettent. En plus des types cellulaires
présents dans la Pars Distalis, des cellules sécrétrices spécifiques a ce lobe sont présentes,
mais le role des produits qu’elles liberent est inconnu. Néanmoins, la Pars Tuberalis semble
synthétiser un facteur qui stimule la libération de PRL, et sa forte concentration en récepteurs
de la mélatonine laisse penser gu’elle joue un rdle dans la transmission du message
photopériodique au systeme endocrine.

Les cellules de la Pars Distalis (lobe antérieur ou antéhypophyse) produisent
'hormone de croissance (GH), la prolactine (PRL), I'hormone corticotrope (ACTH),
I'hnormone thyréotrope (TSH), 'hormone lutéinisante (LH) et I'hormone folliculostimulante
(FSH). On distingue cing types de cellules endocrines (somatotrope, lactotrope, corticotrope,
thyréotrope et gonadotrope), cellules hautement différenciées. Elles ont pour origine une
méme cellule souche, dont le développement phénotypique ultérieur met en jeu 'intervention
de facteurs spécifiques a I'hypophyse comme des facteurs de transcription, des récepteurs de
surface, et des signaux hypothalamiques ou périphériques (Dasen and Rosenfeld, 2000). Le
contrdle de la prolifération cellulaire et de I'expression de genes spécifiques d’'un lignage se

fait grace aux facteurs hypothalamiques et a I'activation de leurs récepteurs.



Figure 2: Architecture d'un cordon hypophysaire chez le rat adulte (modifié
d'apres Vila-Porcile, 1973)

Compartiment vasculaire (C) : capillaires fenestrés entourés d'une lame basale
endothéliale (LBE)

Compartiment conjonctif (CC) : un espace conjonctif réunit deux espaces péri-
capillaires. Des morceaux de cellules granulaires sont présents dans les espaces
conjonctifs (fleche courbe).

Cordon hypophysaire : délimité par une lame basale parenchymateuse (LBP), il
contient des cellules granulaires et des cellules folliculostellaires (F, colorées en
gris). Ces cellules forment des espaces lacunaires (EL) séparés de la lame basale
parenchymateuse par des languettes cytoplasmiques juxtaposées (fleches). Noter
également la présence de lames basales intra-épithéliales (LBI) entre des cellules
granulaires.



L'activité des cellules antéhypophysaires présente trois niveaux de contrble (figure 3).
Le premier, déja évoqué précédemment, est I'étage central. Il met en jeu les facteurs libérés
par le cerveau, en particulier 'hypothalamus. Le deuxieme niveau de régulation est intra-
hypophysaire. Cette régulation s’effectue grace a la libération de molécules (peptides,
cytokines, nucléotides...) qui vont agir par autocrinie et/ou paracrinie d’'une maniere propre ou
synergique avec d’autres signaux (pour revue, Ray and Melmed, 1997 ; Schwartz, 2000).
Enfin, les cellules hypophysaires sont sensibles aux agents libérés par les organes
périphériques, qui constituent le troisieme niveau de régulation. L’exemple le plus évident est
celui du rétrocontrdle négatif qui a été révélé depuis longtemps en montrant que I'ablation des
organes cibles induisait une hypersécrétion et une hyperplasie des cellules hypophysaires. Ce
rétrocontrdle peut se faire soit par modulation des libérations hypothalamiques, soit par action
directe au niveau hypophysaire. Mais les organes cibles des hormones hypophysaires ne sont
pas les seuls a rétro-agir sur ce systéme endocrine, puisque les facteurs libérés par le systeme
immunitaire ont également une action directe sur I'nypophyse (Ray and Melmed, 1997). C’est
'ensemble de ces facteurs qui va permettre un contrble précis de l'activité des cellules
endocrines hypophysaires.

Ces trois niveaux de régulation ne semblent pas agir uniquement de maniere directe
sur les cellules endocrines hypophysaires. De nombreuses publications suggerent que les
cellules folliculostellaires, une population cellulaire non-endocrine de I'hypophyse, sont les
médiatrices potentielles de certains de ces mécanismes de contrdle de la fonction
hypophysaire. Décrites depuis pres d'un demi-siecle, elles forment un vaste réseau
anatomique au sein du parenchyme. Les facteurs qu’elles libérent sont susceptibles
d’'influencer l'activité des différents types endocrines, et elles semblent étre la cible de
messagers d’origine centrale, intra-hypophysaire et périphérique. Cependant, leur réle au sein

du tissu n’est pas connu.

10



SNC

Ny

Hypothalamus

Hypophyse +

Organes cibles

Etage central

Facteurs hypothalamiques

Etage intra-hypophysaire
Hormones

Cytokines

Facteurs de croissance
Nucléotides ...

Etage périphérique
Hormones périphériques
Cytokines

Facteurs de croissance...

Figure 3 : Les trois niveaux de contrdle de la fonction hypophysaire (d'apres Ray et Melmed,

1997).

Figure 4: Coloration d'une coupe histologique d'hypophyse humaine

Les cellules acidophiles apparaissent en rose, les cellules basophiles en violet foncé, les

chromophobes en violet tres pale.



La suite de cette introduction est un résumé non exhaustif des données concernant les
cellules folliculostellaires. J'ai choisi de suivre en partie la chronologie des recherches
concernant ce type cellulaire. En effet, 'ensemble des travaux effectués de leur premiere
description en 1953, jusqu’a l'identification d’'un marqueur immunocytochimique en 1980,
porte sur I'étude en microscopie électronique de leurs caractéristiques morpholoygjues
Ces données ainsi que les fonctions putatives attribuées a ces cellules au cours de cette
période, constituent un premier volet. Le deuxiéeme volet est consacré a des études plus
fonctionnelles concernant leurs marqueurs potentiels, leur origine embryologique, et leurs

réles fonctionnels au sein de I’hypophyse, réles essentiellement étudis.

[I. HISTORIQUE DES RECHERCHES SUR LES CELLULES FOLLICULOSTELLAIRES,

1° PARTIE : 1953-1980.

Jusqu’en 1940, les connaissances sur I'hypophyse étaient limitées par le manque de
techniques appropriées pour en aborder la physiologie. L'architecture de la glande avait été
décrite, de méme que sa vascularisation par le systeme porte hypothalamo-hypophysaire.
L'existence de plusieurs classes de cellules était connue, ainsi que leurs modifications au
cours de circonstances qui « bouleversent » la sécrétion (cellules de « grossesse » pendant la
gestation et l'allaitement, cellules de castration aprés ablation des gonades...). Mais les
techniques de coloration générale des grains de sécrétion ne permettaient que I'observation de
cellules a grains « éosinophiles », de cellules a grains « basophiles », ou de cellules
« chromophobes » dépourvues de granulation décelable (figure 4). En améliorant les
techniques de coloration, Romeis (Romeis, 1940) montre que les termes « éosinophiles » et
« basophiles » regroupent en fait plusieurs types cellulaires morphologiquement distincts, qui
sont au nombre de cing. L'établissement d’'une corrélation entre les hormones connues et un

type cellulaire précis reste difficile car aucune méthode ne permet a I'époque d’identifier les
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hormones présentes dans les cellules. L'introduction de I'immunocytochimie (Marshall,
1951) permettra de caracteériser le contenu hormonal du grain de sécrétion (Nakane, 1970 ;
Bakeret al, 1970, 1971 ; Baker and Yu, 1971). L’'avénement de la microscopie électronique
(Fernandez-Moran and Luft, 1949) ouvrira de nombreuses perspectives dans le domaine de
I'identification des grains et des caractéristiques cytologiques des cellules (appareil de
synthése protéique, lysosomes...). Marylin G. Farquhar sera alors a l'origine de travaux
princeps d’étude du tissu hypophysaire en microscopie électronique.

En 1953, lors d'une des premieres études de l'ultrastructure de I'adénohypophyse en
microscopie électronique, Rinehart et Farquhar (Rinehart and Farquhar, 1953) observent la
présence de cellules de petite taille et dépourvues de grains. Ces cellules font partie de la
catégorie des cellules « chromophobes » (figure 5a). Dans un second article, les mémes
auteurs (Rinehart and Farquhar, 1955) décrivent « des cellules agranulaires étoilées avec des
prolongements qui s’étendent entre les cellules parenchymateuses » et concluent « qu’elles
peuvent représenter une unité structurale et fonctionnelle supplémentaire » (figure 5b). Deux
ans plus tard, Farquhar introduit la notion de « cellules folliculaires » comme « cellules du
sixieme type » qui se situent « au sein du lobe antérieur et sont regroupées autour de cavités
(follicules ou ductules) contenant un colloide de faible densité » (Farquhar, 1957). Elle les
considere comme étant vraisemblablement des cellules corticotropes, car les follicules
changent de morphologie aprés injection de cortisol ou aprés surrénalectomie. Cette idée, sera
également supportée par Rennels (Rennels, 1964). Cette hypothése sera infirmée par un
faisceau de preuves convergentes attribuant la fonction corticotrope a des cellules granuleuses
bien définies (Siperstein, 1963 ; Balaral, 1970). La forme étoilée de certaines cellules
corticotropes, ainsi que leur dégranulation apres surrénalectomie semblent étre a l'origine de
cette confusion (Childs, 1992).

Les travaux sur ces cellules agranulaires vont étre le point de départ de nhombreuses

études qui, durant les années soixante, vont permettre de déterminer leur présence chez de
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Figure 5 : Des cellules chromophobes vues par microscopie électronique.

a) premicere observation en microscopie électronique d'une cellule
folliculostellaire indiquée par une croix blanche (x 8000) (d'aprés Rinehart and
Farquhar, 1953).

b) cellule stellaire "chromophobe" émettant plusieurs prolongements entre des
cellules granulaires (x 5900). Cette cellule au cytoplasme clair contient quelques

inclusions cytoplasmiques (d'apres Rinehart and Farquhar, 1955).



nombreuses especes : différents poissons (téléostéens, cyclostomes...), grenouille, xénope,
salamandre, lézard, tortue, poulet, canard, rat, souris, cobaye, hamster, vison, hérisson,
opossum, chauve-souris, lapin, chien, chat, dauphin, chévre, wallaby, porc, bceuf, singe et
homme. Elles vont étre identifiées au niveau du lobe antérieur de I'hypophyse, mais aussi au
niveau du lobe intermédiaire. Deux types de cellules vont étre décrits de maniere
indépendante : i) les cellules « folliculaires » (Rinehart and Farquhar, 1955) qui en se
regroupant forment des cavités submicroscopiques (follicules) et peuvent émettre des
prolongements, et ii) des cellules « stellaires » (Smith, 1963 ; Salazar, 1963) qui émettent de
longs prolongements mais ne semblent pas border de follicules. Kagayama sera le premier a
proposer les cellules folliculaires et stellaires comme faisant partie d’'un méme type cellulaire,
formant un réseau de groupes de cellules délimitant un follicule et connectés par des cellules
stellaires (Kagayama, 1965). L'idée d’appartenance de ces cellules a une méme famille fut
relayée et argumentée quelgues années plus tard par Vila-Porcile, qui proposera de les
regrouper sous le nom de « cellules folliculostellaires » (cellules FS) (Vila-Porcile, 1972). Ce
concept est depuis communément admis, bien que discuté par certains auteurs ces derniéres
années (voir 1ll, 1.1). Pour Evelyne Vila-Porcile, les cellules FS sont organisées en un
véritable systéme et possedent quatre caractéristiques essentielles :

- elles sont dépourvues de grains de sécrétion.

- les cellules folliculaires seules bordent des cavités submicroscopiques, les follicules.

- les cellules folliculaires et stellaires émettent des prolongements cytoplasmiques qui
sont en relation avec les autres cellules du parenchyme.

- les cellules folliculaires et stellaires, articulées les unes avec les autres, forment un
réseau tri-dimensionnel étendu a tous les cordons de I'adénohypophyse.

Leur nombre varie selon I'animal considéré, son age, et la région observée. Chez la
souris, elles représentent 5 % des cellules deata Distalis et 50 % de |@Pars Tuberalis

(Wittkowski et al, 1999).
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Au cours des prochains paragraphes, je vais résumer les données bibliographiques
issues des études morphologiques du réseau de cellules FS, ainsi que les différentes

hypothéses émises quant a leurs réles potentiels dans le fonctionnement de la glande.

[ll. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE DU RESEAU DE CELLULES FS IN

SITU.

1. Caractérisation morphologique des 3 éléments du réseau.
Ces trois éléments sont les cellules folliculaires, les cellules stellaires et les follicules.
La distinction principale entre les deux types de cellules reposant sur le fait qu’elles bordent

ou non un follicule, il semble adéquat de définir celui-ci en premier.

1.1. Les follicules

Il s’agit de cavités étroites, tubulaires et tres ramifiées uniquement observables en

microscopie électronique. Leur lumiére est souvent remplie de microvillosités ou de cils émis
par les cellules folliculaires (Vila-Porcile, 1972) (figure 6a et 6b). Elles contiennent un
matériel de faible densité (qualifié de « floconneux »), invisible en microscopie photonique.
Chez de nombreuses especes, ces cavités sont issues d'un regroupement de cellules
folliculaires. Pourtant, il a été décrit chez 'lhomme des follicules qui ne sont pas uniquement
bordés de cellules FS (Horvath al, 1974 ; Cioccaet al. 1984 ; Girodet al, 1985), ce qui

signifie dans ce cas que toutes les cellules folliculaires (au sens propre du terme) ne sont pas
forcément des cellules FS. De plus, dans la conclusion d'une étude en microscopie
électroniqgue de I'hypophyse de lapin, Shiotani décrit des cellules stellaires ayant des
« microvillosités saillantes dans des canaux intercellulaires » mais que « contrairement au rat,
au bceuf et a 'Homme, de prétendus follicules... ne sont jamais observés chez le lapin »

(Shiotani, 1980). Certains auteurs vont donc préconiser I'emploi unique des termes « cellule
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Figure 6 : Les follicules submicroscopiques.
a) plusieurs cellules FS formant un follicule (astérique). On distingue de
nombreuses microvillosités au sein de la cavité (x 10000) (d'apres Soji and Herbert, 1990).
b) jonctions intercellulaires (pointes de fleches) de type "jonction intermédiaire" a
proximité d'un follicule. La aussi, des microvillosités sont présentes (d'apres Soji ez a/.,
1997).



stellaire » (Girodet al, 1985) ou « cellule stellaire agranulaire » (Magtnal, 1991) a la

place des « cellules folliculostellaires », arguant du fait que ces termes ne sous-entendaient
aucune signification fonctionnelle particuliere liée au fait que ces cellules bordent des
follicules, bien que le rdle des follicules était alors, et reste toujours, inconnu.

Il semble qu’un probleme de terminologie ait été a l'origine de ce débat et qu'une
confusion ait été établie entre les follicules décrits par Farquhar ou Vila-Porcile et les pseudo-
follicules des travaux de lhistologie antérieure (Romeis, 1940). En effet, les travaux
concernant I’hypophyse humaine portaient sur un autre type de cavités, observées chez de
nombreuses especes (Benjamin, 1981), mais rarement chez le rat (Opper, 1940 ; Vila-Porcile,
1972), modele le plus fréquent lors des études pionnieres sur les cellules FS. Ces cavités, qui
sont également appelées follicules ou « cysts » (sacs), sont présentes au sein du tissu
antéhypophysaire, et au sein du lobe intermédiaire (Ogdaved, 1996), auquel on donne
parfois le nom de zone cystiforme (figure 7). Elles sont sphériques ou ovoides et leur taille
allant de la dizaine a quelgues centaines de microns permet leur observation en microscopie
photonique, parfois méme a I'ceil nu. La paroi de ces follicules peut contenir plusieurs types
endocrines et des cellules FS dans des proportions qui varient d’'une espece a l'autre (Horvath
et al, 1974 ; Horvath and Kovacs, 1988 ; Cioataal, 1984 ; Girodet al, 1985). Ces
follicules sont parfois appelés « follicules mixtes ». lIs contiennent un colloide translucide qui
peut se changer en matériel dense aux électrons aprés un choc osmotique (Selye, 1943a,
1943b), une surrénalectomie (Rinehart and Farquhar, 1955), une gonadectomie (Ferrer, 1956 ;
Dingemans and Feltkamp, 1972), un traitement par la TRH ou la L-Dopa (Hastisdn
1982). On observe également une augmentation du nombre de ces follicules macroscopiques
avec I'age (Cioccat al, 1984 ; Kameda, 1990 ; Ogawa, 1996, 1997).

Leur contenu differe selon le type de follicule considéré. Les follicules
submicroscopiques sont remplis de matiere granulaire ou fibrillaire, avec de nombreux débris

cellulaires. Le matériel dense des « cysts » peut étre coloré par la réaction de Periodic Acid-
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Schiff (microscopie photonique) ou par la méthode de Rambourg (microscopie électronique),
ce qui permet de déterminer la présence de composés glycoprotéiques.

Les follicules ne sont pas des structures isolées. Des travaux en microscopie
électronique a balayage ont montré la présence de petits canaux débouchant sur des follicules
macroscopiques (Betchaku and Douglas, 1981). Il s’agit donc d’'un vaste systeme lacunaire
intra-épithélial composé de plusieurs types de cavités. Ce réseau tri-dimensionnel permet une
circulation liquidienne au sein du parenchyme.

Chez certains vertébrés, la fente hypophysaire, vestige de la poche de Rathke, sépare
la Pars Distalis(PD) de laPars Intermedia(Pl) (figure 7). Cette fente est bordée du cété
antéhypophysaire d’'une couche unique de cellules agranulaires, dénommées « cellules
marginales » (figure 8). Les cellules situées du c6té antérieur présentent les mémes
caractéristiques que celles des cellules FS (voir chapitre suivant) et font partie intégrante des
cordons hypophysaires puisque I'épithélium antérieur de la fente ne possede pas de lame
basale (Vila-Porcile, 1972). Le c6té postérieur posséde une lame basale qui sépare les cellules
marginales des cellules endocrines du lobe intermédiaire. Les cellules marginales ont été trés
vite considérées comme étant des cellules folliculaires (Yoshida, 1966). En 1978, Ciocca et
Gonzales observent chez le rat la présence de cavités remplies de matériel dense au sein de la
couche de cellules marginales. Ces résultats supportent I'idée d’une connexion du réseau des
cavités folliculaires a la fente hypophysaire émise par Vila-Porcile (Vila-Porcile, 1973), qui
considere la fente hypophysaire non pas comme un vestige embryonnaire, mais comme « un
vaste follicule constituant, par ses dimensions et sa localisation, une région privilégiée du
réseau folliculostellaire ». La présence de canalicules bordés de cellules folliculaires
débouchant sur la fente hypophysaire sera confirmée un an plus tard par microscopie

électronique a balayage (Correr and Motta, 1979).
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Figure 7 : Coloration des "cysts" grace a la réaction du PAS et immunomarquage de la
protéine S-100 dans une hypophyse de porc.

a) vue a faible grossissement (x 36). Les cysts (en rose) sont situés dans la
Pars Intermedia (PI) et dans la Pars Distalis (PD). La fente hypophysaire (PC ou
pituitary cleft) sépare les deux structures.

b) vue agrandie (x 320) d'un cyst. Le cyst est rempli d'un colloide hétérogene
(fleche). Des cellules exprimant la protéine S-100 (marron) entourent la cavité (d'apres
Ogawa ez a/.,1996).

Figure 8 : Les cellules marginales bordant la fente hypophysaire.

Ces cellules émettent des villosités dans la fente hypophysaire (PC). Au poéle apical,
elles sont reliées par des complexes de jonctions (cercles) et séparées par des espaces
lacunaires (E) eux-mémes cloisonnés par des languettes cytoplasmiques (triangles
noirs). Certains prolongements s'appuient sur des lames basales intra-épithéliales (B)
(d'apres Vila-Porcile, 1973).



1.2. Les cellules folliculaires
a. Le pdle folliculaire
Le pdle folliculaire est défini comme la partie cellulaire qui borde le follicule. De
nombreuses microvillosités sont émises par ce p6le dans la cavité folliculaire, ou dans la fente
hypophysaire pour les cellules marginales. Leur aspect varie en fonction du type de matériel
contenu dans le follicule. Quand le colloide est dense, les microvilli sont courts ou réduits a
de simples replis membranaires. Si le follicule est rempli de matériel clair, les microvillosités
sont longues. En plus des microvillosités, des cils de structure variable ont été observés (Vila-

Porcile, 1972 ; Dubois and Girod, 1970).

b. Jonctions intercellulaires
Les jonctions intercellulaires sont plus nombreuses entre cellules folliculaires qu’entre
cellules endocrines. Elles se situent majoritairement du c6té apical, proches des follicules
(figure 6b), et étaient considérées a l'origine comme des jonctions serrées. Cependant, des
expériences au cours desquelles de la peroxydase a été injectée par voie intraveineuse (Vila-
Porcile, 1972, 1973) ont permis de montrer que le traceur pénetre rapidement dans la cavité
folliculaire a partir des espaces périvasculaires. Ces jonctions ne sont donc pas étanches, et
seraient du type jonctions intermédiaires (ou « zonula adherentes ») ce qui conforte
I'hypothese d’une circulation liquidienne au sein du parenchyme grace au réseau de cellules
FS.
Des jonctions communicantes (jonctions gap) ont également été observées par
cryofracture (Fletcheet al, 1975 ; Mira-Moseet al, 1975). Un chapitre leur est consacré
par la suite.
c. Corps cellulaires

Le corps cellulaire est petit (entre 3 et it de diametre) en comparaison avec celui
des cellules endocrines. Il est de forme étoilée et ne contient pas de grain de sécrétion. Le
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noyau, qui occupe la majeure partie du corps cellulaire, est de section triangulaire ou
guadrangulaire et posséde une chromatine homogéne. Il est entouré d'un fin liseré
cytoplasmique (Ium) qui ne représente que la partie mineure du cytoplasme (figure 9a).
Celui-ci peut s’étendre sur de grandes surfaces une fois les prolongements rétractés, lors
d’'une dissociation (Farquhar, 1975 ; Hopkins and Farquhar, 1973) ou d’'une mise en culture
(Tixier-Vidal, 1975 ; Li, 1980).

Le réticulum endoplasmique est rare, de méme que les ribosomes libres. L’appareil de
Golgi, faiblement développé, se situe au pdle apical. Les mitochondries sont de petite taille,
semblables a celles des cellules corticotropes (figure 9b) (Vila-Porcile, 1972). Ces
caractéristiques semblent constantes d’'une espéce a une autre.

Le contenu en glycogene est plus variable. En grand nombre chez 'Homme (Vila-
Porcile, 1984), ou chez le chat (Olivier, 1971), les particules de glycogéne sont absentes chez
le rat adulte, mais sont présentes chez le jeune et le vieil animal.

Enfin, des formations lysosomales ainsi qu'une grande variété de vésicules sont

toujours présentes mais leur quantité et leur contenu dépend des conditions physiologiques de

I'animal (voir plus loin).

d. Les prolongements

Le pble opposé donne souvent naissance a un ou plusieurs prolongements (figure 9a).
La longueur de ces prolongements va de 10 a plus den=&lon les espéces (Cardell, 1969 ;
Vila-Porcile, 1972). lIs font entre 200 A eyn de largeur. lls peuvent entrer en contact avec
la lame basale qui sépare les cellules épithéliales de I'espace périvasculaire. A cet endroit, on
observe la présence d'un « pied », c'est-a-dire un épaississement du prolongement, qui
contient fréquemment des vésicules de pinocytose (figure 9c). La quantité et la morphologie
des filaments dans les prolongements varient selon les espéces. Chez le lapin (Salazar, 1963 ;

Schechter, 1969 ; Shiotani, 1980) et la tortue (Girod and Lheritier, 1981), les filaments sont
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Figure 9 : Morphologie des cellules FS en micros-
copie électronique chez la grenouille.

a) cellule FS présentant un noyau de
forme triangulaire entouré d'un fin liseré cytoplas-
mique. Les fleches blanches indiquent les prolon-
gements.

b) vue comparée des mitochondries
(M) dans une cellule FS (cytoplasme clair) et une
cellules endocrine contenant des grains de sécré-
tion (SG)

c) "pied" de cellule FS aboutissant con-
tre la membrane basale péricapillaire (P). De
nombreuses vésicules de pinocytose sont présen-
tes (fleches blanches)

Avec 'aimable autorisation dElisabeth K. Perryman
Ces photos sont accessibles sur internet a 'adresse suivante:
http://bio.calpoly.edw/BioSci/Faculty/Perryman/A CellUltraStruc/pit.html



fins et présents en trés grande quantité. lls semblent moins nombreux mais plus gros chez le
cobaye (Smith, 1963 ; Nickerson, 1974 ; Young, 1977). Chez I'Homme, les filaments et les
microtubules sont toujours présents, mais en faible quantité. Les prolongements peuvent
parfois étre courts et épais, semblables a ceux observés dans les cellules corticotropes ou
thyréotropes, donnant a la cellule un aspect trapu (cellule de type Il). Elles peuvent également
adopter un aspect « glial-like », avec un prolongement tres long et tres mince (cellule de type

) (Cioccaet al, 1979).

1.3. Les cellules stellaires
Les cellules stellaires ne sont pas regroupées autour des follicules (décrits en
microscopie électronique), mais viennent <s’intercaler entre les groupes de cellules
folliculaires. Elles sont munies de longs prolongements dendritiques qui se terminent en
forme de « pied », comme ceux des cellules folliculaires. Leurs organites ont les mémes

caractéristiques, a I'exception de I'appareil de Golgi qui semble plus réduit.

2. Roles proposeés des cellules FS a la suite des études morphologiques.

2.1. Cellules de soutien
Il s’agit du premier role proposé pour les cellules FS, rble qui se base sur I'anatomie
générale de leur réseau. Kagayama a d’abord décrit une « charpente réticulée dans les mailles
de laquelle sont empaquetées les autres cellules parenchymateuses ». La présence de
complexes jonctionnels (jonctions serrées, desmosomes) entre cellules FS (Kagayama, 1965 ;
Bergland and Torack, 1969), entre cellules FS et cellules endocrines (Dingemans and
Feltkamp, 1972), le cytosquelette important, ou la disposition des « pieds » contre la lame

basale sont autant d’arguments en faveur de ce role (Kagayama, 1965 ; Cardell, 1969).
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2.2. Activités phagocytigue et endocytique
a. Phagocytose

L'activité phagocytique des cellules FS a été décrite tres tot (Yeualg 1965). Ce
phénomeéne existén vivo chez toutes les especes, a tous les ages (Vila-Porcile, 1984,
Perryman, 1989). La phagocytose peut étre accentuée au cours de différentes situations
physiologiques, comme le sevrage des petits chez la ratte, le moment du frai chez la lamproie,
ou par stimulation endocrine dle a l'ablation des organes cibles ou section de la tige
pituitaire. Elle est également observainleitro, dans des fragments hypophysaires perifusés
(Dingemans and Feltkamp, 1972 ; Farquéiaal, 1975 ; Yamashita, 1972 ; Gracia-Navarro
et al, 1989) ou implantés (Dingemans and Feltkamp, 1972), ou sur des cellules dissociees
(Dingemans and Feltkamp, 1972 ; Farquétaal, 1975).

La phagocytose par les cellules FS semble avoir lieu grace a l'encerclement de
I'élément |€sé par les prolongements cellulaires, puis a l'internalisation au sein d’'une large
vacuole (Figure 10). Les cellules FS phagocytigues changent également de morphologie.
Elles s’hypertrophient, leur réticulum endoplasmique se développe ainsi que le nombre de
lysosomes et de gouttelettes lipidiques, les cils se font plus nombreux dans la cavité
folliculaire, et le colloide devient plus dense. Ce profil d’activation est décrit quelle que soit la
condition physiologique induite de maniére expérimentale, mais le processus de
déclenchement de la phagocytose reste encore inconnu.

Le contenu des vésicules phagocytiques va du débris cellulaire a la cellule entiere. De
nombreux grains de sécrétion y sont présents, et sont identifiables par immunocytochimie
(Gracia-Navarrcet al, 1989). Pour l'instant, seules des cellules endocrines ou leurs débris
semblent étre phagocytés par les cellules FS. Le devenir de ces éléments est encore obscur,
bien que nombreux débris cellulaires soient présents dans les follicules et semblent
responsables de la densification du colloide. Ces débris pourraient ainsi étre évacués vers les

espaces périvasculaires, ou ils seraient éliminés par des macrophages.

20



Figure 10 : Activité phagocytique des cellules FS (d'apreés Perryman e a/., 1980).
Image d'une cellule FS présentant deux larges vacuoles de phagocytose (V). Ces vésicu-
les résultent de 1'ingestion des grains de sécrétion (GS) et de débris de cellules endocri-

nes sécrétrices (SC) a partir des espaces intercellulaires. F, filaments cytoplasmiques.
x 25150



b. Endocytose

Un autre réle dévolu aux cellules FS est un r6le de transport vésiculaire. Des vésicules
recouvertes ou non de clathrine sont présentes a la base des microvillosités, et seraient
responsables d’échanges bidirectionnels entre la cavité folliculaire et les cellules
environnantes (Jover Moyano and Riviera Pomar, 1970 ; Paiz and Hennigar, 1970 ; Foster,
1971 ; Perrymart al, 1980). L’endocytose n'a pas uniquement lieu au pole apical car la
formation des microvésicules a également été observée sur le reste du corps cellulaire, dans
les prolongements, et au niveau du « pied » (Perryman, 1975). Lorsque de la peroxydase est
injectée par voie intraveineuse chez le rat ou la grenouille, 'enzyme diffuse rapidement vers
les espaces intercellulaires et la lumiere des follicules. L'internalisation par les cellules FS est
plus rapide que pour les cellules endocrines (moins de 2 minutes), et semble pouvoir
s’effectuer dans tous les compartiments cellulaires (Vila-Porcile, 1972, 1974). Il n’y a pas
d’évidence concernant un transport de molécules des espaces périvasculaires vers les
follicules (ou inversementjia un transport vésiculaire. Des évenements de libération n’ayant
jamais été observés par microscopie électronique dans les cellules FS, certains auteurs

suggérent que ces vésicules sont peu mobiles (Perryman and Bagnara, 1978).

2.3. Eléments contractiles et mobiles
L’observation des faisceaux de filaments dans les cellules FS peut en effet laisser
supposer une contractilité de ces cellules. Leur mobilité est communément admise du fait
gu’elles sont capables de changer de forme, notamment au niveau des prolongements,
changeant également la forme du follicule (Scheltzal, 1979 ; Betchaku and Douglas,
1981). Ces mouvements peuvent se produire lors du processus de phagocytose. lls pourraient
également expliquer la migration des nombreuses cellules folliculaires a la périphérie des

explants en culture (Farquhar, 1975 ; Tixier-Vidal, 1975 ; Li, 1980).
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L'observation d’'une lame basale composée de plusieurs couches chez des patients
diabétiques agés suggere également des dépbts successifs de matériel qui pourraient étre
expliqués par des mouvements de rétraction des « pieds » (Vila-Porcile, 1984). Ceci
impliguerait un réle de ces « pieds » dans la synthése de lame basale, qui n'a, pour le

moment, jamais été démontré.

2.4. Echanges avec le milieu extérieur et transports de fluides dans le
parenchyme.

Cette fonction a été évoquée dans de nombreux articles, notamment a cause de la
grande surface membranaire des cellules due aux prolongements et aux microvillosités. Les
expériences utilisant la péroxydase comme traceur ont montré la présence d’'un chemin
continu entre les espaces péri-cellulaires, péri-vasculaires, les follicules et la fente
hypophysaire (Vila-Porcile, 1972, 1973). Une'a-ATPase a été décrite sur la membrane
de ces cellules stellaires de la Pars Intermedia de grenouille (Semoff and Hadley, 1978). Ces
auteurs proposeérent que les cellules FS pourraient dépolariser les cellules mélanotropes
voisines et stimuler la libérationarMSH, et qu’elles seraient similaires aux cellules gliales
du systéme nerveux central. Une accumulation intravésiculaire de calcium dans les cellules
FS de souris (Stoeckelt al, 1975) a également été décrite. Ces mécanismes pourraient
influencer la composition ionique du milieu intercellulaire, et agir ainsi directement sur le
processus d’exocytose des cellules endocrines en modulant la concentration en calcium du

milieu externe.

2.5. Interaction avec les cellules endocrines
Ce rble a souvent été mentionné, et est communément associé a un apport nutritif
(Rinehart et Farquhar, 1955, Shiotani, 1980) et un apport hormonal (Abraham, 1971) pour les

cellules endocrines ou a un transport des produits hormonaux des cellules sécrétrices vers les
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Figure 11 : Changements morphologiques du réseau de cellules FS apres castration chez le

male. (d'apres Inoue ez a/., 1999)

a) immuno-marquage de cellules FS (protéine S-100, marron) et de cellules
gonadotropes (LH, bleu) montrant 1'aspect général des interactions entre ces deux types
cellulaires (x 390).

b) agrandissement de a (x 970). Des prolongements de cellules FS
"engloutissent" des cellules gonadotropes.
c¢) image confocale de cellules FS (rouge) et de vaisseaux sanguins (vert) chez
un rat contrdle (x 970). Les vaisseaux sont marqués par injection de gélatine-FITC viz le
ventricule gauche. Les zones de contact entre les prolongements des cellules FS et les
vaisseaux apparaissent en jaune.
d) chez le rat castré, on note une augmentation des contacts entre les cellules FS

et les vaisseaux (x 680).




vaisseaux sanguins. La proximité des prolongements des cellules FS et des sites d’exocytose
des cellules endocrines peut suggérer une influence sur la capacité des granules a étre libérés,
ou une possible capture des produits sécrétés.

Cependant, la majorité des approches par stimulation des cellules endocrines gu’elles
soient physiologiques ou expérimentales par ablation des organes cibles semblent toujours
conduire au méme résultat : hypertrophie des cellules FS, augmentation des formations
lysosomales, des filaments et des microvillosités. Seule la castration induit des changements
morphologiques du réseau. En effet, on observe une augmentation des contacts entre cellules
FS et cellules gonadotropes, avec leurs prolongements entourant les cellules endocrines
hypertrophiées (figure 11la et 11b) (Shirasaataal, 1983 ; Inoueet al, 1999). Il y a
€galement une augmentation des contacts entre les extrémités des prolongements des cellules
FS et la paroi des vaisseaux sanguins (figure 11c et 11d) (dtale 1999). Le réseau de

cellules FS est donc doté d’'une certaine plasticité.

IV. HISTORIQUE DES RECHERCHES SUR LES CELLULES FOLLICULOSTELLAIRES,

2° PARTIE : 1981-2T SIECLE

Malgré la multitude d’informationssur I'anatomie des cellules FS et d’hypothéses
concernant leur réle, et bien qu’elles soient considérées comme un type cellulaire mature et
différencié, elles restent selon Nunez et Gershon « des cellules a la recherche d’une fonction »
(Nunez and Gershon, 1981). L'identification de marqueurs immunocytochimiques spécifiques
des cellules FS, comme la protéine S-100, va permettre de les observer en microscopie
photonique. Les confusions terminologiques vont étre clarifiées, mais les nouvelles pistes
suivies concernant leur origine embryologique, notamment leur homologie avec des cellules
gliales ou des cellules du systeme immunitaire, vont renforcer I'idée d’hétérogénéité de la

population de cellules FS, et faire I'objet de nombreux débats.
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Le travail d’Ishikawa, qui isole une lignée de cellules FS et démontre qu’elles peuvent
moduler la sécrétion de prolactine (PRL) marque un véritable tournant dans les stratégies
d’étude des cellules FS. Denef et ses collaborateurs vont étre les premiers a réaliser des études
physiologiques sur les cellules FS natives et mettront en évidence leur réle dans les
interactions paracrines au sein de I'’hypophyse. Bien qu’étant considérées comme des cellules
non sécrétrices a cause de leur absence de vésicules, elles vont étre identifiees comme étant la
source de nombreuses molécules pouvant influencer le fonctionnement de I'hypophyse
antérieure (pour revue, voir Allaer&t al, 1990). L’établissement d’'une lignée cellulaire
stable de cellules FS, la lignée TtT/GF (Inaieal., 1992), permettra d’étudier la libération
de certains de ces facteurs et de nombreux travaux montreront que les cellules FS sont la cible
de diverses molécules. La présence de jonctions gap entre cellules FS, mais aussi entre
cellules FS et cellules endocrines sera également mise en évidence. L’ensemble de ces
travaux permettra d’ajouter la notion de « communication intercellulaire » a celle de « réseau
anatomique » déja décrite auparavant.

En résumé, le role de cellule de soutien qui leur était le plus souvent attribué cédera sa
place au profit d'un réle plus fonctionnel, comme le démontre la part grandissante de
publications mentionnant les cellules folliculostellaires en tant qu’acteur a part entiere de la

physiologie hypophysaire.
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V. IDENTIFICATION DE MARQUEURS ET ORIGINE EMBRYOLOGIQUE DES

CELLULES FS.

1. Protéine S-100, GFAP, vimentine : les cellules FS sont-elles les cellules gliales

de I'hypophyse?

Les premieres études immunocytochimiques des cellules FS chez le rat (Natajima
al., 1980 ; Cocchia and Miani, 1980), montrent la présence de la protéine S-100, décrite
jusqu’alors comme étant spécifique du cerveau. La protéine S-100 est une protéine liant le
calcium, et dont la famille comporte actuellement 19 membres (Donato, 1999). Elle agit sous
forme d’homo ou d’hétérodimére des sous-uniésu (3, et elle est impliquée dans des
fonctions aussi diverses que la prolifération cellulaire, la sécrétion, I'apoptose, 'lhoméostasie
calcique ou les mouvements du cytosquelette.

Chez le rat, la protéine est présente dans les cellules FPdesIBistalis de laPars
Tuberalis dans les cellules marginales, dans les pituicytes de la neurohypophyse, et les
cellules stellaires du lobe intermédiaire (Stoeekedl, 1981). Elle est également exprimée
dans les hypophyses de chevre (Shirasetnval, 1984), de beeuf (Ferraet al, 1986), de
singe (Girodet al, 1986), et les hypophyses humaines normales (Getodl, 1985) et
tumorales (Morris and Hitchcock, 1985 ; Ogastal., 1990). Seul 'article de Shirasawa fait
état d’'une colocalisation de la protéine S-100 avec I'hormone de croissance (GH) chez la
chévre. Ce travail qui reposait sur l'utilisation de coupes sériées ultrafines et leur
superposition aprés immunomarquage reste le seul exemple de colocalisation de la protéine S-
100 avec une hormone hypophysaire. Il pourrait s’agir d’'une différence liée a I'espéce,
puisque les études suivantes effectuées chez d'autres animaux et utilisant un co-
immunomarquage ont démontré une expression de cette molécule restreinte aux cellules

folliculostellaires dans les lobes antérieur et intermédiaire.
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La GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) est également présente dans les cellules
folliculostellaires essentiellement chez 'lhomme (Velastal., 1982 ; Morris and Hitchcock,

1985 ; Redecker and Morgenroth, 1989 ; Hallydawl, 1990), mais aussi chez le rat (Van
Nassauwet al., 1985) ou le vison (Cardiet al., 2000). Cependant, la population de cellules
immunoréactives varie selon les cas, et elle est surtout inférieure en nombre a celle des
cellules marguées avec un anticorps dirigé contre la protéine S-100 (Hadtyelgy1990 ;
Hofler et al, 1984a ; Redecker and Fechner, 1989).

Chez 'Homme, trois populations se distinguent : les cellules exprimant a la fois la
protéine S-100 et la GFAP, qui sont distribuées de maniere homogéne, les cellules exprimant
seulement la protéine S-100, situées dans la région centrale de la glande, et les cellules
exprimant exclusivement la GFAP, localisées préférentiellement en périphérie de glande,
notamment au niveau de la couche de cellules marginales (Haélyddy 1990 ; Hofleret
al., 1984a). Cette hétérogénéité de population est problématique. Par exemple, la co-
expression de la protéine S-100 et de la GFAP ne concerne que 30 % des cellules FS
humaines (Tachibana and Yamashima, 1988), mais les cellules de la lignée TtT/GF co-
expriment toutes ces deux protéines. Cette lignée, établie pardhali@noueet al,, 1992) a
partir d’'une tumeur thyréotrope hypophysaire de souris, est devenu le modéle le plus
couramment utilisé dans I'étude physiologique des cellules FS. Il se pourrait cependant que
cette lignée soit issue que d’'une sous-population de cellules FS.

La vimentine, un constituant des filaments intermédiaires, est aussi exprimée dans les
cellules FS. Dans des tissus hypophysaires humains fixés au formaldéhyde ou au Bouin
(Hofler et al., 1984a ; Tachibana and Yamashima, 1988 ; Redecker and Fechner, 1989), elle
est présente dans environ 10 % des cellules exprimant la protéine S-100. En utilisant une
fixation au méthanol, I'immunogénicité de la protéine est mieux préservée, et le pourcentage

de cellules marquées est du méme ordre que celui des cellules S-100-positivegt(®larin
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1989a ; Ogawaeat al., 1990). La vimentine est également un marqueur immunocytochimique
des cellules FS chez le rat, le lapin et le chat (Matrad, 1989Db).

Les cytokératines ont également été décrites comme marqueurs des cellules FS chez
I’'Homme par certains auteurs (Tachibana and Yamashima, 1988 ; Hadlydhy1990), mais
la spécificité semble remise en cause, d’autres auteurs ayant vu I'expression de cytokératines
par les cellules endocrines (Hoflet al, 1984b, Marinet al, 1989a). Cette différence de
marquage peut étre due a la méthode de fixation, ou aux anticorps utilisés, les cytokératines
formant une famille de 19 polypeptides dont seuls ceux de haut poids moléculaire sont
exprimés dans les cellules FS (Tachibana and Yamashima, 1988).

La présence dans les cellules FS de marqueurs comme la protéine S-100 ou la GFAP,
observée a lorigine dans les neurones et les cellules gliales, suggére leur origine
neuroectodermique, comme pour les pituicytes. Le terme « glial-like » leur reste encore
associé, du fait de leur morphologie qui rappelle celle des astrocytes. De plus, Coates et
Doniach (Coates and Doniach, 1988) montrent I'absence de protéine S-100 dans 3
hypophyses de fcetus anencéphales. Mais I'expression de cette famille de protéine n’est pas
restreinte aux cellules dérivant du neuroectoderme ou de la créte neurale (Hgtirahto
1987). De plus, les cellules FS peuvent étre présentes avant le début de I'expression de la
protéine S-100, que Shirasawa situe a 10 jours apres la naissance chez le rat. Enfin, Salazar
décrit la présence de cellules stellaires agranulaires chez des feetus anencéphalegt(Salazar

al., 1969a et 1969b). Une induction par le neuroectoderme est donc peu plausible.

2. Cellules FS et cellules dendritiques : vers une origine hématopoiétique des

cellules FS

La détection de marqueurs de cellules du systeme immunitaire dans I'hypophyse

antérieure va accentuer l'idée d’hétérogénéité au sein des cellules FS. Le premier de ces
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marqueurs, 'UCHL-1, un identifiant des lymphocytes-T, est exprimé par des cellules FS
humaines (Gunzl and Saeger, 1988). Allaatsal. (Allaerts et al, 1991, 1996) vont
également étudier la ressemblance morphologique et immunohistochimique entre les cellules
FS et les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules présentatrices
d’antigénes qui expriment a leur surface le Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe |

et Il (MHC-class | et MHC-class Il), et qui vont permettre I'activation des lymphocytes-T et

B (pour revue, Banchereau and Steinman, 2000). Comme les macrophages, elles sont issues
de la différenciation de monocytes sanguins. Leurs marqueurs les plus utilisés sont I'antigéne
OX6 (qui fait partie du MHC-class Il et qui peut étre présent dans les cellules dendritiques ou
les macrophages), I'antigene OX62 (marqueur des cellules dendritiques et de certains
lymphocytes-T) et...la protéine S-100. D’'apres Allaettsal. (Allaertset al, 1996, 1997b),

entre 10 et 20 % des cellules S-100 positives de I'hypophyse de rat expriment le OX6 ou
OX62. La mise en place de I'expression du MHC-class Il coincide avec celle de la protéine S-
100, et concerne des cellules du parenchyme et non des cellules présentes dans les espaces
périvasculaires (Allaertst al, 1999). Une partie de cellules FS s’apparenteraient donc aux
cellules dendritiques. Cependant, ces résultats sont contredits par Sato et Inoue (Sato et Inoue,
2000), qui n'ont pas observé de co-marquage S-100 / OX6. Mais, étant donnée la présence de
protéine S-100 dans des cellules dendritiques de tissus non-lymphoides (Zeid and Muller,
1993), une origine myéloide des cellules S-100 positives de I'hypophyse ne peut pas étre
exclue. Chez des souris transgéniques exprimant la Thymidine Kinase (TK) dans les cellules
du lignage monocyte/macrophage/cellule dendritique, les cellules S-100 et MCH-class I
positives de I'hnypophyse ne sont pas affectées par un traitement au ganciclovir, drogue qui
permet de tuer les cellules exprimant la TK. En revanche, une autre population de cellules
interstitielles, exprimant les antigenes CD11b et MOMAL, présents sur les macrophages,
disparait aprés traitement (Allaedsal., 1997a). Chez le poulet, des macrophages infiltrent

I'hnypophyse au cours du développement, bien avant I'apparition de cellules S-100 et/ou
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MCH-class Il positives (Allaertst al., 1999). Ce sont sans doute ces macrophages résidants
qui ont été éliminés par le traitement au ganciclovir. L’ensemble de ces travaux n’apporte pas
la preuve d’une origine immunitaire des cellules FS, mais conforte la notion d’hétérogénéité

de cette population (Allaer&t al, 1997b).

3. Origine hypophysaire : cellule souche, cellule épithéliale de la poche de Rathke

ou cellules granulaires dédifférenciées ?

L’invagination de I'ectoderme stomodéal et la formation de la poche de Rathke est un
des premiers stades du développement de I'hypophyse. D’apres Yoshida (Yoshida, 1966) et
Svalander (Svalander, 1974), les cellules qui bordent les premiers follicules sont semblables
aux cellules marginales, et apparaissent aujd@é embryonnaire chez le rat. Elles se
différencieraient trés tot a partir des cellules primordiales de la poche de Rathke, ce qui
expliquerait leur morphologie constante de la vie embryonnaire a I'age adulte (Svalander,
1974, Vila-Porcile, 1984).

Andersen (Anderseret al, 1971) et Yoshimura (Yoshimura, 1977), a partir
d’observations similaires, émettent I’hypothése que les cellules FS sont les cellules souches
de 'hypophyse. Selon Yoshimura, ces cellules peuvent migrer, former occasionnellement un
réseau, et se différencier en cellules granulaires sous leffet de différents stimuli
(thyroidectomie, autotransplantaion sous la capsule rénale). Ce travail s’appuyait sur
I'observation d’'une activité mitotique au sein de groupes de cellules folliculaires, de quelques
cellules FS contenant une faible quantité de grains denses aux électrons, et sur un travail de
Shioda (Shioda, 1975) décrivant des « mitoses non spécifiques » dans des cellules
chromophobes aprés marquage a la thymidine tritiée. Mais I'étude du développement de

I'hnypophyse montre que les cellules endocrines commencent a se différencier bien avant le

16° jour de la vie foetale chez le rat. La baisse du rapport cellules FS / cellules endocrines, qui
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passe de 30 % chez le nouveau-né a 17 % chez le jeune et 8 % chez I'adulte, serait di a la
prolifération des cellules granulaires. De plus, un état de transition entre cellule FS et cellule
granulaire n'a été décrit qu'une seule fois (Shirasatval, 1984). Ces données ajoutées a
'absence de prolifération des cellules FS observée par certains auteurs (Dingemans, 1970 ;
Stratmann, 1972) ont fait que I'hypothése selon laquelle les cellules FS seraient les cellules
souches de 'hypophyse n’a pas été communément acceptée.

Pourtant, selon Andersen, la capacité des cellules FS a se différencier en cellules
granulaires explique la présence de follicules mixtes. Mais I'existence de telles structures
pourrait également résulter de la dédifférenciation de cellules endocrines, puis leur
redifférenciation en cellules agranulaires, idée émise par Hoevath(Horvathet al, 1974).

Selon eux, chez 'Homme, ces cellules dérivent de cellules granulaires entourant des cellules
hypophysaires lésées, et servent a isoler le tissu sain de la partie nécrotique. Cette idée
pourrait expliquer 'augmentation avec I'age ou lors de certaines conditions pathologiques
(gonadectomie), du nombre de « cysts » ou les cellules S-100 positives sont minoritaires.
Mais I'observation de follicules « purs » dans des hypophyses humaines normales ou
pathologiques (Cioccaet al., 1979 ; Olivieret al,, 1975 ; Paiz and Hennigar, 1970), ainsi que

la présence de cellules FS chez les especes dépourvues de telles cavités seme le doute sur
cette hypothese.

Dans des poches de Rathke de caille prélevées au quatrieme jour de la vie
embryonnaire et maintenues en culture, Frémont et Ferrand (Frémont and Ferrand, 1980)
observent I'apparition de cellules a la surface de I'explant, qui progressivement acquierent
une morphologie identique a celle de cellules FS. Ces cellules émettent des microvillosités
vers I'extérieur de I'explant, alors que les cellules bordant la fente possedent des grains de
sécrétion. La fente est remplie d’'un matériel fibreux qui normalenmentvo est a la
périphérie de la poche. Enfin, la différentiation des cellules granulaires a lieu au centre de

I'explant, alors gu’elle se fait normalement a la périphérie. L'organisation de la poche de
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Rathke en culture est donc inversée. Les auteurs pensent que la transformation des cellules
épithéliales non différenciées en cellules FS est en due a la destruction de la lame basale au
cours de la dissection (qui est accompagnée d’'une digestion enzymatique) et a l'incapacité de
ces cellules a la reconstituer, les protéines étant rapidement diluées dans le milieu de culture.
lls ne donnent par contre aucune explication concernant les changements au niveau de la fente
ou lI'absence de cellules FS a l'intérieur de I'explant. Néanmoins, ce travail conforte 'idée de
cellules FS provenant de cellules épithéliales non différenciées, méme si I'hypothese de la
deédifférenciation de cellules granulaires ne peut étre exclue.

La possibilité d’'une telle origine a longtemps été occultée au profit des travaux sur les
origines neuroectodermique et immunitaire des cellules FS. Une publication récente relance
pourtant I'idée de cette piste. En effet, le facteur de transcription Ptx-1 (Pituitary Homeobox
1) est exprimé dans les cellules FS de souris ainsi que dans la lignée TtT/GF (Kairatani
1999) et la lignée Tpit/F1 (Chest al., 2000). Ptx-1 est présent dans I'épithélium stomodéal
des le 8jour embryonnaire (Lanct@t al., 1997), avant méme la formation de la poche de
Rathke et reste exprimé tout au long de la vie dans les cellules endocrines hypophysaires. Les

cellules FS et les cellules endocrines pourraient donc dériver d’un ancétre commun.

VI. ETUDE PHYSIOLOGIQUE DES CELLULES FS : DES APPROCHES IN VITRO.

L'identification de marqueurs des cellules FS a été une étape déterminante dans
I'étude fonctionnelle des cellules FS. Des 1983, Ishikaval. (Ishikawa et al, 1983)
immortalisent une lignée de cellules (JH-S3) produisant la protéine S-100 a partir de cellules
hypophysaires dissociées. Ces cellules présentent des caractéristigues morphologiques
similaires a celles des cellules Ftsitu. Mais le fait majeur de ce travail est la démonstration
que les cellules JH-S3 peuvent augmenter la libération de prolactine par une lignée de cellules

lactotropes (cellules 1G4), notammend la libération et I'action paracrine de la protéine S-
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100. La participation des cellules FS dans les phénomenes de communication intercellulaire
va étre le theme central de la majorité des études effectuées jusqu’a aujourd’hui.
L’hétérogénéité de population des cellules FS a été une incitation a leur purification et

a la recherche et I'établissement de lignées cellulaires stables. Différents modéles ont donc été
développés, qui ont permis de démontrer l'influence de la présence des cellules FS sur les
sécréetions des cellules endocrines, puis didentifier des facteurs libérés par ces cellules
agranulaires qui pourraient étre les médiateurs de cette communication intercellulaire (pour
revue, Allaertset al, 1990 ; Vankelecom and Denef, 1997a ; Schwartz, 2000). La
communication intercellulaire directéa les jonctions gap a également été abordée, ainsi que

le réle des cellules FS dans les pathologies hypophysaires.

1. Effet modulateur des cellules FS sur les sécrétions endocrines.

En 1982, le groupe de Denef développe un systeme de culture permettant d’étudier les
communications intercellulaires au sein du tissu hypophysaire (Van der Scletieaén
1982). La centrifugation des cellules dissociées sur gradient de BSA permet d’obtenir
différentes fractions. En étudiant la corrélation entre la production d’AMPc et la sécrétion de
GH et de PRL suite a une stimulati@radrénergique sur ces différentes fractions, Sweehen
al. (Swennen) montrent que la fraction la plus Iégere (fraction 2) développe une forte réponse
a l'isoprotérénol, qui n'est pas accompagnée de sécrétions hormonales. Cette fraction est
composée a 65 % de cellules exprimant la protéine S-100 (Btaed, 1987a). Le
perfectionnement de ces techniques de séparation, notamment grace a lutilisation de
gradients de Percoll, a permis d’obtenir des populations de cellules FS pures a 85 %
(Vankelecomet al., 1989), et des populations de cellules lactotropes et somatotropes pures a
90 % (Denefet al, 1989). Les différentes fractions sont ensuite mélangées dans des

proportions connues, et cultivées sous la forme d’agrégats tridimensionnels, adoptant ainsi
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une configuration plus proche de celle du tissu avec, en particulier, la formation de follicules
par les cellules FS.

D’une maniere générale, la co-agrégation de la fraction riche en cellules FS avec les
fractions riches en cellules somatotropes, lactotropes ou gonadotropes résulte en une
diminution de la réponse des cellules endocrines a des facteurs hypothalamiques stimulateurs
ou inhibiteurs. Dans un premier temps, Batal. (Baeset al, 1987a) ont montré les effets
inhibiteurs des cellules FS sur la sécrétion de GH stimulée par le GRF ou I'adrénaline, sur la
sécrétion de PRL en réponse a la TRH et 'All, et la sécrétion de LH en réponse au LHRH.
L’inhibition de la réponse a I'All est proportionnelle au pourcentage de cellules de la fraction
2 au sein de I'agrégat. Elle persiste aprés redispersion de I'agrégat, laissant supposer qu’elle
ne nécessite pas de contacts intercellulaires. Dans un second article, Allaerts et Denef
(Allaerts and Denef, 1989) mettent cette fois en évidence un effet similaire sur les effets
inhibiteurs de la dopamine (DA) sur la sécrétion de PRL, et de la somatostatine (SRIF) sur la
sécrétion de GH (pour une concentration de SRIF inférieure a 1 nM). Enfin, cet effet s’exerce
aussi sur une stimulation de la sécrétion de PRL par I'All lors d’'une inhibition tonique par la
DA. Cet effet « tampon » n’est pas di a un probleme de non-pénétration du sécrétagogue a
I'intérieur de I'agrégat, puisque la diffusion de molécules au sein des espaces intercellulaires
est possible, et les caractéristiques de diffusion des traceurs sont inchangées en absence ou en
présence de cellules FS (Allaegtsal, 1990).

L'effet inhibiteur des cellules FS ne s’exerce pas uniquement sur l'action des
sécrétagogues hypothalamiques. Les cellules FS semblent étre les médiatrices de I'action de
I'Interferony (IFN-y). Cette cytokine produite par les lymphocytes-T et les cellules NK
(Natural Killer) permet I'activation des phagocytes mononucléaires en macrophages actifs
dont les caractéristiques principales sont la présentation d’antigénes, I'activité phagocytique
et la libération de cytokines. Dans les cultures et les agrégats non purifiésy tiftliue de

50 % la sécrétion d’ACTH induite par le CRF. La sécrétion de PRL induite par la TRH, le
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VIP ou l'All est réduite de 70 %, et celle de GH en réponse au GRF l'est de 30 %
(Vankelecomet al., 1990). Il n’y a en revanche pas d’effet de I'liyidur la sécrétion de ces
hormones dans des lignées de cellules corticotropes (AtT-20) ou lacto-somatotroges (GH
L'utilisation des co-agrégats montre que seuls ceux qui contiennent des cellules FS sont
sensibles a I'lFNy (Vankeleconet al,, 1992). L'IFN-y diminue également la sécrétion basale

de PRL, mais pas celle ’ACTH ni de GH.

Ces premiers travaux montrent que les cellules FS exercent un effet modulateur sur les
réponses hormonales a des facteurs hypothalamiques ou immunitaires. Parallelement a ces
travaux, il a été montré que les cellules FS sont la source de nombreux facteurs pouvant agir
par paracrinie sur les cellules endocrines, mais également qu’elles sont la cible de plusieurs
molécules qui pourraient réguler leur fonction. L’ensemble de ces facteurs permet d’envisager
leur participation au niveau des trois étages de régulation de la fonction hypophysaire, c’est-a-

dire les étages central, intra-hypophysaire et périphérique (figure 3).

2. Les différents agents libérés par les cellules FS et leur réle dans la physiologie

hypophysaire
2.1. Interleukine-6

De toutes les molécules libérées par les cellules FS, I'interleukine-6 (IL-6) est celle
dont le réle est le mieux caractérisé. Sa production est influencée par des facteurs d’origine
centrale, intra-hypophysaire ou périphérique (figure 12), et elle peut agir sur différents types
cellulaires endocrines (pour revue, Rengteal, 1998 ; Ray and Melmed, 1997).

La premiere mise en évidence de la production d’IL-6 par les cellules hypophysaires a
été faite par Vankelecomt al, sur des agrégats de cellules hypophysaires (Vankeletom
al.,, 1989). La quantité d’IL-6 libérée est corrélée au pourcentage de cellules FS contenues
dans I'agrégat. La présence de cette cytokine dans les cellules FS a également été démontrée

par immunocytochimie chez la souris (Vankelecetmal, 1993) et le rat (Allaertgt al,
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1997b). Par contre, il semble que ce ne soient pas les cellules FS mais les cellules
corticotropes qui liberent I'lL-6 dans les adénomes hypophysaires humains diUata
1995).

La régulation par des agents pharmacologiques de la libération d’'IL-6 a été d’abord
étudiée sur cultures primaires de cellules FS (purifiées ou non) ou sur des fragments
hypophysaires. Dans des hémi-hypophyses maintémwéso, le PMA stimule la production
d’'IL-6 (Spangeloet al, 1990a). Dans les cultures primaires de cellules hypophysaires, le
PMA, la forskoline (FSK), le (BUu)AMP, la prostaglandine ,HPGE) et la choléra toxine
augmentent la production d’'IL-6 (Spangeloal., 1990b). La FSK présente un effet similaire
dans les agrégats de cellules hypophysaires (Carraeiét 1991).

En plus des modéles pré-cités, la lignée cellulaire TtT/GF a permis d’identifier
différents facteurs modulant la libération d’IL-6. La diversité des facteurs est en accord avec
la diversité des voies de messagerie intracellulaire qui régulent cette libération. Le CGRP
(Calcitonin Gene Related Peptide), le VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) et le PACAP
(Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide) augmentent la libération d’IL-6 par les
cellules FS normales et les cellules TtT/GF (Spangtlal, 1990a ; Tatsunet al, 1991 ;
Matsumotoet al., 1993a). Cet effet passe par 'activation de la voie AMPc/PKA, et le H89, un
inhibiteur de la PKA, bloque les effets du PACAP et du CGRP.

Un contrble intra-hypophysaire pourrait exister puisque I'adénosine augmente la
libération d’'IL-6 (Ritchieet al., 1997). L’adénosine peut étre produite par les cellules FS (Yu
et al, 1998), mais les mécanismes de sa libération ne sont pas connus. Il est également
concevable que de I'adénosine libérée par les cellules endocrines agisse par paracrinie sur les
cellules FS. Cette adénosine pourrait provenir du métabolisme de I'ATP présent dans les

grains de sécrétion (Chenal, 1995 ; Nunezt al, 1997).
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Figure 12: Les différents facteurs modulant la production d'IL-6 par les cellules FS.

(modifié d'apres Renner ez a/., 1998)
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Figure 13: Activation de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien en réponse a une
endotoxémie. L'activation par le LPS de la libération d'IL-6 par des cellules FS serait un

chemin plus rapide pour induire la libération d'ACTH (modifié d'aprés Renner ez a/., 1998).



La calcitonine (CT), une hormone produite principalement par les cellules
parafolliculaires de la thyroide induit également la production d’IL-6 par la lignée TtT/GF,
pour une concentration supérieure a 100nM (Kiriyatra., 2001).

La libération d’IL-6 est également modulable par des facteurs d’origine immunitaire.
L'IL-1 B, produite par les macrophages et les monocytes, stimule la libération id’ Nitfo
(Spangeloet al, 1991a). L'effet de I'IL-B passe par l'activation de la voie JJBPAG
(Spangelaet al, 1991a ; Spangelo et Jarvis, 1996), et par la production d’acide arachidonique
(Spangelcet al., 1991b). Il a également été démontré que les cellules TtT/GF possédent des
sites de liaison pour le Tumor Necrosis Factor (TNF), et que le adidFle TNFB sont
capables de stimuler la libération d’IL-6 (Kobayashal., 1997), par des mécanismes encore
inconnus. Les glucocorticoides (GCs) ont un effet inhibiteur sur la production d’IL-6, dans les
cellules FS normales et les cellules de la lignée TtT/GF (Carreehéf 1991 ; Lohrert al,

2000).

Le mode d’action du lipopolysaccharide (LPS) bactérien sur la production d’IL-6 par
les cellules hypophysaires est encore flou. Injecté chez I'animal, il augmente I'expression de
'’ARNm de I'lL-6 dans I'hnypophyse (Muramaneit al., 1993). Maisn vivo, cette endotoxine
active également le systéeme immunitaire en stimulant la libération dexTtH--1 et d’IL-6
par les macrophages et les monocytes. Une stimulation directe de la production d’IL-6 par les
cellules TtT/GF vient d’étre mise en évidence (Lotatal., 2000). Comme dans les cellules
du systéme immunitaire, les GCs inhibent la libération d’IL-6 induite par le LPS dans les
cultures de cellules TtT/GF.

L'IL-6 peut jouer de multiples réles dans I'nypophyse. Une étude a montré la présence
de sites de liaison pour I'lL-6 sur tous les types cellulaires (Ohreichl, 1991), mais la
présence des récepteurs n'a pas été étudiée par hybrimasidmou par immunomarquage.
L'IL-6 se fixe sur un récepteur de haute affinité (IL-6R) et 'ensemble va s’oligomériser avec

la protéine gp130, essentielle a la transduction du signal. La gp130 fait partie du complexe
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récepteur de nombreuses cytokines (Kishiraital., 1994). L'IL-6 stimule la croissance de
la lignée TtT/GF (Rennesat al., 1997) et celle des cellules endocrines tumorales @ral,
1993 ; Sawadat al, 1995). Elle semble par contre avoir un effet anti-prolifératif sur les
cellules endocrines normales (Agtal., 1993).

Sur des cellules en culture primaire, I'lL-6 stimule la sécrétion d’ACTH, de GH, de
PRL de LH et de FSH (Spangeét al, 1989 ; Yamaguchet al, 1990) a de trés faibles
concentrations, de I'ordre de la dizaine de picomolaires. L'IL-6 inhibe partiellement I'effet de
la DA, mais potentialise I'effet de la TRH sur la sécrétion de PRL et potentialise également
I'effet du GRF sur celle de GH (Spangadbal, 1989). Ces effets ne passent pas par une
modification de la concentration intracellulaire en AMPc. L'IL-6 stimule également
I'expression de la POMC dans les tumeurs corticotropes humaines (Paeze?ate@900).

Enfin, I'lL-6 augmente la concentration basale e’*&msi que I'amplitude des oscillations
calciques spontanées dans des cellules gonadotropes en culture primaire (Maswuahoto
1991). En revanche, L'IL-6 étant dépourvue d’effet dans des cellules gonadotropes purifiées,
cet effet semble indirect et met vraisemblablement en jeu des interactions paracrines.

La perspective la plus intéressante concerne le réle de la production d’IL-6 par les
cellules FS dans l'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-corticotrope au cours d’une
endotoxémie. L’activation de cet axe suite a une injection de LPS est décrite comme le
résultat d’'une action directe des cytokines libérées par les macrophages et les monocytes sur
les neurones a CRF, les cellules corticotropes et les cellules de la glande surrénale (Turnbull
et al, 1998 ; Bethinet al, 2000). Un autre mécanisme d'interaction entre systéme
immunitaire et systéme endocrine peut étre proposé (figure 13), dans lequel le LPS induit
directement la libération d’IL-6 par les cellules FS, IL-6 qui stimule fortement la libération
d’ACTH in vivo (Lyson and McCann, 1992). L'ACTH augmente la production de GCs qui
répriment l'activité du systeme immunitaire. Cette voie supplémentaire d’interaction entre

systéme immunitaire et systéeme endocrinien permettrait donc une induction plus rapide des
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mécanismes qui contrebalanceraient I'activation du systéme immunitaire, afin d’en éviter la

suractivation et les effets nocifs associés, comme un choc septique.

2.2. Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

La libération d’'un facteur inhibant la prolifération de cellules endothéliales de I'aorte
par les cellules FS de boeuf en culture a été démontrée par Eeab(&erraraet al., 1992).
Ce facteur, identifié comme étant le LIF, est également produit par d’autres types cellulaires
(TSH, LH, ACTH, GH). Le LIF présente deux variants issus d'un épissage alternatif, I'un qui
reste associé a la matrice extracellulaire, 'autre qui est diffusible. ARNmM de la forme
diffusible, ainsi que celui du récepteur au LIF, absent dans les hypophyses non stimulées, est
largement détecté aprés injection intra-péritonéale deibhR&/0 (Wang et al, 1996). La
guantité de messager est réduite en présence de dexamethasone (Carter, 1995). Comme pour
I'lL-6, la protéine gp130 est nécessaire a I'action du LIF. Dans les cellules hypophysaires de
souris en culture, le LIF augmente la sécrétion d’ACTH (Stepbars, 1996). Dans les
cellules AtT20, le LIF stimule I'expression de la POMC et la libération d’ACTH basale ou
induite par le CRF (Ragt al, 1996). Chez les souris déficientes en LIF, les réponses
hormonales au stress ou a I'lL-1 sont diminuées (Chesnakmla 1998 ; Akitaet al, 1995 ;
Auernhammeet al, 1998), ainsi que les réponses a une infection (Chesnekava2000).
Le r6le du LIF dans le contr6le de la sécrétion hormonale et la croissance cellulaire est de
mieux en mieux connu, mais la participation des cellules FS dans ces mécanismes n’est pas
démontre.

Deux modeles d’animaux transgéniques surexprimant le LIF ont démontré le rdle du
LIF dans le développement hypophysaire. Dans les hypophyses de souris surexprimant le LIF
sous controle du promoteur de la GH, Akéh al. (Akita et al, 1997) ont observé un
phénotype hypophysaire immature, avec un doublement du nombre de cellules corticotropes,

une forte réduction du nombre de cellules somatotropes (40 %) et lactotropes (26 %). Chez les
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animaux surexprimant le LIF sous contrble de la sous-unité glycoprotéigaeus-unité
commune a la LH, la FSH et la TSH, I'expression du facteur de transcription Lhx-3 est
fortement réduite (Yanat al, 1998). Ce facteur de transcription étant nécessaire a la
différentiation des cellules gonadotropes, lactotropes, somatotropes et thyréotropee{Sheng
al., 1996), la surexpression du LIF réoriente en partie la différenciation des cellules
épithéliales de la poche de Rathke vers un lignage indépendant de Lhx-3, le lighage
corticotrope. Or, dans ces deux modeéles, de nombreuses cavités cystiques dérivées de la
poche de Rathke sont présentes. Il s’agit de larges invaginations de la fente hypophysaire,
bordées de cellules exprimant la protéine S-100, des cytokératines, mais aucune hormone
hypophysaire. Chez 'Homme, ces cavités sont également présentes et bordées de cellules
exprimant fortement le LIF (Akitaet al, 1997). La surexpression du LIF semble donc
augmenter la prolifération de cellules FS en plus de celle des cellules corticotropes. Ces
données sont un argument de plus en faveur d’'une origine hypophysaire des cellules FS,
origine qui serait indépendante du facteur de transcription Lhx-3, comme pour les cellules

corticotropes.

2.3. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Le VEGF a été isolé simultanément par Ferrara et Henzel (Ferrara et Henzel, 1989) et
Gospodarowiczt al. (Gospodarowiczt al, 1989), a partir d'une culture « virtuellement
pure » (99%) de cellules FS de bceuf. Le géne du VEGF a ensuite été cloné a partir d’'une
banque d’ADNc de cellules FS de beeuf (Leengl., 1989). Les cellules FS sont les seules
cellules produisant le VEGF dans I'hypophyse normale ovine (Jaleba@ly 1997), mais il
est faiblement exprimé dans les cellules thyréotropes de rat (Fan and Iseki, 1998) et dans les
cellules GH3 (Vidakt al., 2000). L'expression du VEGF est plus importante au niveau de la
Pars Tuberalis Il est également produit par les cellules corticotropes dans les adénomes

hypophysaires (Yamamotet al, 1999). Le VEGF est connu comme ayant un fort pouvoir
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mitogene sur les cellules endothéliales. Il modifie la perméabilité vasculaire, et il joue un role
prédominant dans I'angiogenése normale ou tumorale (Ferrara and Alitalo, 1999). Le réle
précis du VEGF dans I'hypophyse n’est pas connu. Le récepteur du VEGF (flt-1) est présent
sur les cellules endothéliales hypophysaires, et son niveau d’expression est identique apres
déconnexion hypothalamo-hypophysaire (Jabbeural, 1997). Le flux sanguin et la
perméabilité vasculaire hypophysaire semblent donc soumis a un contréle local. Le PACAP et
I'IL-6 stimulent la libération de VEGF par les cellules hypophysaires en culture (Gletdek

al., 1999). Dans la lignée TtT/GF, le T@E-I'IGF-1 et l'octreotide, un analogue de la
somatostatine, stimulent également cette production (Lared, 2001). Dans les deux
modeles, les glucocorticoides ont un effet inhibiteur (Glodete&l, 1999 ; Lohreret al,

2001). Comme pour I'lL-6, il semble ne pas y avoir de stockage de VEGF dans les cellules

TtT/GF, mais une synthése novoaprés stimulation.

2.4. Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

La libération de bFGF (également appelé FGF-2) par les cellules FS a été démontré
sur cellules en culture (Ferraghal, 1987a). La présence de la protéine au sein du tissu a été
confirmée par immunocytochimie, avec une expression majoritaire dans les cellules FS
(Amanoet al, 1993). Les cellules lactotropes et thyréotropes sont les principales cibles du
bFGF. Le bFGF potentialise la sécrétion de TSH et de PRL induite par la TRH ¢Balird
1985). Il augmente également la sécrétion de PRL par les cellulgs sgkrétion
accompagnée d’'une accumulation de ’ARNm de la PRL, mais pas de la GH (Mormede and
Baird, 1988). Les cellules FS semblent également étre les médiatrices de I'effet potentiateur
du TGFf3 sur la prolifération des cellules lactotropes induite par les oestrogenes chez les rats
Fischer-344. Dans ce modele, le TR&-est dépourvu d’effet en absence de cellules FS, mais
induit la libération de bFGF par celles-ci, bFGF qui stimule la prolifération des cellules

lactotropesin vitro (Hentgeset al, 2000a). Le bFGF, par son effet angiogénique, pourrait
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également influencer le développement de la vascularisation hypophysaire (Sabieahter

1993).

2.5. Transforming Growth Factor-1 (TGH)

La présence des messagers du PB&fainsi que de son récepteur de type Il (TGF-
BRII) a été montrée sur la lignée TtT/GF et sur des cellules FS isolées par « Laser Capture
Microdissection » (LCM) (Jiret al, 2001). Il est également exprimé dans les cellules
endocrines (Qian, 1996). Le TGH- stimule la prolifération des cellules FS en culture
primaire et de la lignée TtT/GF. Il régule positivement I'expression de la leptine dans les
cellules FS natives, mais négativement dans la lignéef(dih 2001). Les origines de cette
différence de régulation ne sont pas connues.

Le TGF{1 inhibe la prolifération des cellules lactotropies vitro induite par
I'oestradiol. Il a donc une action opposée a celle du B&Fmais son effet sur les cellules
lactotropes semble direct (Hentgetsal, 2000b). Il a également un effet inhibiteur a long
terme sur la synthése de PRL, et, a court terme, un effet inhibiteur direct sur le processus

sécrétoire (Coyat al, 1999).

2.6. Activines et follistatine

La fonction gonadotrope est en partie régulée par les activines, les inhibines et la
follistatine, des membres de la superfamille des PGHécouvertes dans le fluide
folliculaire ovarien (Linget al, 1986 ; Valeet al, 1986), elles sont également synthétisées
dans I'hypophyse (Meuniegt al, 1988 ; Robertet al, 1989). L'activine joue le role de
régulateur positif de la synthése et de la libération de FSH, ainsi que du nombre de cellules
produisant cette hormone. La follistatine posséde l'effet inverse (etealp 1987) grace a sa
capacité de liaison a 'activine avec une haute affinité et une faible réversibilité (Naletmura

al., 1990). La majorité de la follistatine circulante est liée a I'activine, ce qui implique un role
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prédominant de la follistatine produite au niveau hypophysaire dans la régulation directe de la
prolifération des cellules gonadotropes et de la sécrétion de FSH induite par I'activine
(McConnell et al, 1998). Beseckeet al. ont d'ailleurs montré qu'au cours du cycle
reproducteur chez la ratte, la follistatine produite au niveau hypophysaire régule la libération
de FSH induite par 'activine (Beseckeal, 1997).

La libération de follistatine par les cellules FS de boeuf en culture a été démontrée par
Gospodarowicz et Lau (Gospodarowicz and Lau, 1989). Les ARNm sont présents
essentiellement dans les cellules gonadotropes et FS (Kdisdr 1992). Le role de la
follistatine dans les interactions paracrines entre cellules FS et cellules gonadotropes a été
étudié par Katayamat al. sur des cultures primaires enrichies (Katayamal, 1992). Un
milieu conditionné de cultures primaires enrichies en cellules FS réduit la prolifération des
cellules gonadotropes induite par l'activine A. Cet effet est neutralisé par un anticorps anti-
follistatine. La libération de follistatine par les cellules FS intervient également dans la
régulation de la libération de FSH par le PACAP (Katayatrad., 2000). Sur les cellules en
culture primaire statique, le PACAP n’a que peu ou pas d'effet sur la sécrétion de FSH (Hart
et al, 1992 ; Perriret al,, 1993). Cet effet stimulateur est largement accru quand les cultures
sont périfusées (Tsu@t al, 1994), ainsi que dans les cultures a faible densité, suggérant
gu’un facteur inhibant la sécrétion de FSH est libéré en réponse au PACAP. Les expériences
de co-cultures décrites précédemment ont été reprises avec cette fois des milieux conditionnés
de cellules TtT/GF pré-traitées au PACAP. Des résultats identiqgues a ceux de la premiére
étude ont été obtenus, y compris I'immuno-neutralisation de la follistatine. Le PACAP
stimulerait donc la libération de follistatine par les cellules TtT/GF. Les cellules FS ne
seraient pas la cible hypophysaire unigue du PACAP dans la régulation de la fonction
gonadotrope, puisque ce neuropeptide stimule également l'expression du géne de la

follistatine dans la lignée de cellules gonadotrapg3-1 (Winterset al, 1997).
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Les travaux de Bilezikjiaret al. (Bilezikjian et al, 1998) montrent que I'action
inhibitrice de I'IL-1B sur la sécrétion de FSH induite par I'activine-A passe également par une
augmentation de la libération de follistatine par les cellules FS.

Enfin, les cellules de la lignée PDFS, des cellules dérivant d’'une tumeur gonadotrope
humaine présentant des caractéristiques communes avec les cellules FS (expression de la

protéine S-100...), expriment le gene de la follistatine et de I'activine A (Dztrala 2000).

2.7. Insulin-like growth factor (IGF-1)

Une seule publication relate la présence d’IGF-1 dans les cellules FS chez le rat (Bach
et Bondy, 1992), ainsi que dans les cellules endocrines. La GH exerce en grande partie son
effet trophique en stimulant la libération d'IGF-1 au niveau du foie. L'IGF-1 exerce un
rétrocontrble inhibiteur sur la synthése et la sécrétion de GH. Une partie de l'action
hypophysaire de I'lGF-1 pourrait passer par une adtiarles cellules FS. La seule action
connue de I'lGF-1 sur les cellules FS est la stimulation de la libération de VEGF par les
cellules TtT/GF (Lohreret al, 2001), mais le rdle du VEGF dans I'hypophyse demeure

obscur.

2.8. Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant (CINC)

Il s’agit d’'une cytokine de la famille de I'IL-8, qui joue un rdle essentiel dans la
réponse immunitaire (Watanakee al, 1989a, 1989b). Il est présent dans moins de 5% des
cellules hypophysaires de rat (Koigeal, 1994), et il est également libéré par les cellules de
la lignée TtT/GF, libération accrue en présence de LPS ou deaT@Ranget al., 1997).In
vitro, il stimule les sécrétions basales de GH et de PRL, et inhibe celles de FSH et de LH
(Sawadeet al., 1994). Son action en tant qu’agent paracrine a été mise en évidence dans des
co-cultures de cellules GHet de cellules TtT/GF, au sein desquelles il stimule la libération

basale de PRL mais pas celle induite par la TRH (Keilsd, 1997).
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La libération de CINC est également stimulée dans les cellules TtT/GF par le Unkei-
to, un traitement de la médecine japonaise Kampo (phytothérapie) (&o#te 1998a). Ce
traitement est utilisé chez la femme dans le traitement de l'insuffisance ovarienne (Kbyama
al., 1988), et son effet modulateur sur I'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien a été observé
chez le rat (Koyamat al, 1991). Le Unkei-to stimule la sécrétion de GH par les cellules
GH;, mais inhibe cette sécrétion quand elles sont cultivées en présence de 1% de cellules
TtT/GF. Cette inhibition est bloquée par un anticorps anti-CINC (Keilad., 1998b). La ou
les molécules contenues dans le Unkei-to ne sont pas connues, mais semblent provenir de
deux des douze plantes qui entrent dans la composition du Unkewtdjae fructuset

Pinelliae tuber

2.9. Monoxyde d’azote (NO)

Les cellules FS expriment deux types de NO synthase, I'une constitutive identique a la
forme neuronale (NNOS) (Ceccatadlial., 1993), I'autre inductible (iNOS) (Vankelecosh
al., 1997b). L’activité de la nNOS est hautement régulée par la concentration cytosolique en
calcium (Ca&*]) (Nathan and Xie, 1994). Dans la lignée Tpit/F1, 'ATP augmente la
production de NOyia un récepteur de type P2Y couplé a la voigHPC (Cheret al, 2000).
L'INOS est exprimée dans une sous-population de cellules FS in vitro (20 %), aprés induction
par I'lFN-y (Vankelecomet al, 1997b) et le TNFx (Theaset al, 2001). Le NO,
vraisemblablement libéré par les cellules FS, est responsable de I'effet de ces cytokines sur
I'inhibition de la sécrétion de GH et de PRL (Vankeleaetral., 1997c ; Theast al., 2001).
Le NO, également libéré par les cellules gonadotropes, diminue la libération de LH induite
par le GnRH, mais n'a pas d'effet sur la libération basale (Cecaattallj 1993). Il pourrait
ainsi agir comme signal de terminaison du pic de sécrétion de LH pré-ovulatoire. De la méme
maniere, le NO inhibe seulement la sécrétion de GH induite par le GRFdKaltp1992).

L'effet du NO sur la sécrétion de PRL est plus controversé. Dans des hémi-hypophyses
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maintenuesn vitro, il inhibe la sécrétion basale de PRL (Duvilaretkal., 1995), alors qu'il

joue un réle stimulateur sur les cellules lactotropes en culture (Brahalti1995).

2.10. Lipocortine-1 (LC1)

La lipocortine-1 (LC1), ou annexine-1 est une protéine cytoplasmique liant le calcium
et les phospholipides, impliquée dans de nombreux processus cellulaires (Molletlzuyier
1997). Les travaux effectués par le groupe de Julia Buckingham ont permis d’identifier la
LC1 comme une composante essentielle du rétrocontrdle inhibiteur des glucocorticoides sur
les sécrétions hormonales hypophysaires. Tous les types cellulaires endocrines de
I'hnypophyse possedent des sites de liaison a la LC1 (Christiah, 1997). De plus, des
expériences d'immuno-neutralisation, d’utilisation d’antisens ou de LC1 purifiée ont montré
gue cette protéine contribue a I'effet inhibiteur des GCs sur la sécrétion d’ACTH (€aylor
al., 1997), de PRL (Tayloet al, 1995a, 2000a), de TSH (Taylet al, 1995b) et de GH
(Taylor et al., 2000b). Les GCs induisent la synthégenovode LC1 (Tayloret al., 1995b).

Au sein de I'hypophyse, la LC1 est essentiellement exprimée par les cellules FS (Teaverso

al., 1999). Le mécanisme d’action de la LC1 n’est pas connu. Dépourvue de peptide signal,
elle est essentiellement cytoplasmique ou sous-membranaire, mais peut étre transloquée vers
la face externe de la membrane apres stimulation, notamment par les GCsdiralya©93,

1995b, 1997 ; Philigt al, 1997).

2.11. Autres facteurs: Leptine, PACAP, SRIF, TIMP.

La présence d’autres facteurs a également été montrée dans les cellules FS natives ou
dans les lignées. La leptine et son récepteur sont exprimés dans les cellules FS de rat, dans la
lignée TtT/GF (Jiret al, 2001), ainsi que dans les hypophyses humainesi{dh 2000).
L’expression de la leptine dans les cellules FS est régulée par I G®ir plus haut). La

leptine régule la libération de gonadotropines dans des hémi-hypophyses (Yu et al,
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1997a). Le NO semble étre un élément-clé dans cet effedt(aly 1997b). Méme si le tissu
adipeux est la principale source de leptine, la synthese locale hypophysaire semble importante
puisque 'immuno-neutralisation de la leptine circulante n’a pas d’eff@t/osur la sécrétion

de gonadotropines (Gonzaletzal, 2000).

Les ARNm du PACAP ont également été observés dans des cellules FS de rat isolées
par LCM (Jinet al, 2001). La présence du peptide n'a pas été étudiée, mais il pourrait
s’ajouter a la liste des facteurs autocrines/paracrines agissant sur différents types cellulaires
hypophysaires. Récemment, la présence d’'un autre facteur hypophysiotrope, le SRIF, a été
révélée par immunocytochimie dans des cellules antéhypophysaires exprimant la vimentine,
qui peuvent correspondre a une sous-population de cellules FS (Chretnata000).

Les cellules TtT/GF liberent aussi le TIMP-II (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-

), facteur qui augmente la survie des cellules de la lignée somatotrope MtT/S (Matetimoto

al., 1993b). Les metalloprotéinases sont des enzymes qui digerent la matrice extracellulaire, et
Paez-Pereda et ses collaborateurs ont montré que la Metalloproteinase-ll (MMP-2) pouvait
libérer des facteurs de croissance contenus dans cette matrice, influencant ainsi les sécrétions
hormonales et la prolifération cellulaire (Paez-Peeddal., 2000). La MMP-2 est également
impliquée dans le remodelage vasculaire. La libération de TIMP-II par les cellules FS laisse
donc présager un role dans le maintien de lintégrité tissulaire et un contréle sur les
communications paracrines par modification de I'accessibilité aux facteurs contenus dans la

matrice extracellulaire.

2.12. Transport actif : échange d’ions et d’acides aminés
L'influence des cellules FS sur la composition ionique du milieu intercellulaire a été
proposeée des la fin des années 70 (voir Il 2.4). Dans des cultures mono-couches de cellules
FS de beoeuf, Ferrara et ses collaborateurs décrivent la formation de démes résultant d’'une

pression hydrostatique suite a un transport d’eau et de sels au travers de cet épithélium vers le
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c6té basal (Ferrar@t al, 1986, 1987b). Le c6té apical de [I'épithélium émet des
microvillosités, et semble s’apparenter a la face de la cellule bordant le follicule. La formation
de ces domes dépend en premier lieu du transport de sodium, puisqu’elle est bloquée par
I'amiloride du c6té apical. Elle I'est également lors de I'application de ouabaine (inhibiteur de
la Na-K*-ATPase) du c6té basal. Le transport actif d'ions est augmenté par stimulation
directe de la voie AMPc (Shimada and Nakamura, 1988) ou par des agdbistes
adrénergiques, et semble passer par une excrétion de chlore (Eeredsral997b). Les
cellules stellaires de la Pl possédent les mémes caractéristiques de transport épithélial, qui
peut étre stimulé par lisoproterenol, la prostaglandine E2, la bradykinine et la lysine-
vasopressine (Ferrara and Gospodarowicz, 1988).

La question de la modification de la concentration en calcium dans les espaces
intercellulaires par les cellules FS est encore en suspens, la présence &w&ER@ae sur la
face externe de la membrane ayant été observée par certains auteurs (Bahahadéss ;
El-sherif and Bacsy, 1989), mais pas par d’autres €5aji, 1991a).

Le transport actif de glutamate semble également possible dans les cellules FS. La
libération de glutamate peut avoir lieu par un antiport glutamate/cystine (Pow, 2000). A
'opposé, les cellules FS expriment le transporteur de type GLAST (Berger and Hediger,
2000), qui permet la capture du glutamate. Elles expriment également la glutamine
synthétase, qui permet la synthése de glutamine a partir de glutamate (Shirasawa and
Yamanouchi, 1999). La glutamine étant contenue en grande quantité dans les cellules FS
(Pow, 1993), on peut supposer que les cellules FS captent le glutamate extracellulaire,
modulant ainsi son action sur les cellules endocrines voisines sensibles au glutamate
(Villalobos et al, 1996).

Enfin, les cellules FS expriment un transporteur qui permet la capture de différents
dipeptides comme la carnosin@Ala-His), ou I'un de leurs dérivés fluorescentsidla-

Lys-N,-AMCA (AMCA, 7-amino-4-methylcoumarin-3-acetic acid) (Otes al, 1996). Il
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s’agit d’'un transport actif, a la fois NaH" et ATP-dépendant, qui s'effectue par le
transporteur de type PepT2, également présent dans le rein et dans des cellules gliales (Dieck

et al, 1999).

3. Modulation de l'activité des cellules FS

3.1. Cytokines et facteurs de croissance

Les cellules FS expriment a leur surface des récepteurs pour plusieurs types de
cytokines. La premiere famille est celle des « cytokines gp130 », qui ont toutes en commun
dans leur complexe récepteur cette sous-unité (Kishietotd, 1994). Tous ces récepteurs,
également appelés « récepteurs des hématopoiétines », activent la voie JAK/STAT. Cette
redondance dans les voies de signalisation pourrait expliquer en partie les effets similaires de
I'IlL-6, de I'lL-11 et du ciliary neurotropic factor (CNTF), qui stimulent la prolifération de la
lignée TtT/GF (Renneet al, 1997 ; Perez Castet al, 2000). Par contre, seules I'lL-6 et
'IL-11 stimulent la libération de VEGF par cette méme lignée (Gloddek., 1999 ; Perez
Castroet al, 2000).

Les cellules TtT/GF sont également sensibles a IBLdans lesquelles elle active le
facteur de transcription NEB (Bauret al, 2000). L'expression du récepteur de I'lL-1, qui
fait partie de la famille des récepteurs aux immunoglobulines, n’a pas été démontrée dans les
cellules FS. Il est donc difficile de savoir si I'effet stimulateur de I'Lsur la production
d’IL-6 par les cellules hypophysaires en culture (Spangedd, 1991a) est direct ou indirect.

Les messagers du récepteur p60 (ou p55) du TNF ont été détectés dans les cellules
TtT/GF (Kobayashet al.,, 1997). Ce récepteur peut lier le TFet le TNFB (Schallet al.,
1990 ; Smithet al., 1990), qui sont tous les deux capables de stimuler la production d’IL-6.
Le TNF-a stimule également la libération de CINC (Zhan@l., 1997) et I'expression de la

INOS (Theat al, 2001). Tout comme I'IL-, il active la voie NF«B (Bauret al, 2000).
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Des récepteurs de la superfamille des BHent également présents dans les cellules
FS. Le récepteur de type Il du T@rest exprimé chez le rat et dans les cellules TtT/GF. Les
récepteurs de type | et Ill, nécessaires a la transduction du signal par la voie des protéines
SMAD (Massagué, 1996 ; Massagetéal., 2000a, 2000b), n’ont pas été recherchés. Le TGF-
B1 stimule la prolifération des cellules FS (&h al, 2001). Ses effets opposés sur la
production de leptine dans les cellules normales ou les cellules TtT/GEt (dln 2001)
pourraient étre dus a des différences dans I'expression des membres de la famille SMAD
entre les deux modeles. Les récepteurs de I'activine de type IB et IIB sont exprimés par les

cellules PDFS (Danilat al, 2000).

3.2. Récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
a. Récepteurg-adrénergiques

Ces récepteurs sont les premiers a avoir été identifiés dans des cellules FS par
Swenneret al. (Swenneret al., 1985), a partir de cellules purifiées par gradient de BSA. La
fraction 2, majoritairement composée de cellules FS, est celle qui présente la plus forte
accumulation d’AMPc en réponse a l'isoprotérénol. Sur les cultures purifiées de cellules FS
de bceuf, l'application d’isoprotérénol, d’adrénaline ou de noradrénaline induit une
accumulation d’AMPc (Findell and Weiner, 1988). La fonction de ces récepteurs n'a pas été

étudiée, mais il semble que I'effet stimulateur de I'adrénaline sur la sécrétion de GH passe par

les cellules FS (Baext al, 1987a).

b. Récepteurs du PACAP et du VIP
Plus de 90% des cellules Hi® vivo possédent des sites de liaison pour le PACAP
(PACAP-38 et PACAP-27), ce qui en fait une cible majeure du PACAP dans I'hypophyse
(Vigh et al, 1993). Environ 60 % des cellules FS en culture présentent des réponses calciques

au PACAP (Yadat al, 1993). Il est plus efficace que le VIP pour stimuler la libération d’IL-
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6 dans les cellules FS normales (Tatsemnal.,, 1991), ce qui indique la présence du récepteur
PAC-R. L'expression de ce récepteur dans les cellules FS de rat et les cellules TtT/GF a été
confirmée par PCR (Jiat al, 2001). Le PACAP-38, le PACAP-27 et le VIP ont la méme
capacité a stimuler la production d’AMPc dans la lignée TtT/GF, ce qui suggére que ces
cellules expriment, en plus du PAR, le VPAGC-R et/ou le VPAGR (Matsumotoet al,

1993a). En plus de son effet sur la libération d’IL-6, le PACAP stimule la libération de VEGF
par les cellules FS de rat et les cellules TtT/GF, action qui passe par le PAC1-R, le VIP
n'ayant pas d'effet (Gloddeg&t al, 1999). Le PAC1-R est le récepteur prédominant chez la
souris, car les cellules FS dans les tranches d’hypophyses de souris déficientes en PAC1-R
(Jamenet al., 2000) ne présentent plus de réponses calciqgues au PACAP (Kunatlahan

2000).

Le PACAP stimule également la prolifération de la lignée TtT/GF (Matsugtab,

1993). Ce résultat est contredit dans l'article deedial, qui n'observent aucun effet du
PACAP (Jinet al, 2001). Mais dans ces expériences, le PACAP n’induit pas la libération
d’IL-6, cytokine qui peut agir de maniere autocrine pour stimuler la croissance de la lignée
(Renneret al, 1997). La libération d’'IL-6 semble donc nécessaire a I'effet prolifératif du
PACAP sur les cellules TtT/GF.

Enfin, les cellules FS pourraient étre un relais essentiel dans I'action du PACAP sur
les sécrétions hypophysaires, action qui semble dépendre d’'une communication paracrine. Par
exemple, le PACAP stimule la libération de PRL chez la ratte ladtamieo, mais son effet
est Iégérement inhibiteum vitro (Jarryet al,, 1992). Il augmente I'expression des ARNm de
la PRL dans les cultures de cellules hypophysaires normales, mais pas dans les cultures
enrichies en cellules lactotropes (Velkenietsl, 1994). Une action indirecte du PACAP sur

les cellules FS et la libération d’IL-6 pourraient expliquer en partie ces phénomenes.
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c. Effet des peptides de la famille de la calcitonine

Comme mentionné précédemment, la CT induit la production d’IL-6 par les cellules
TtT/GF (Kiriyamaet al., 2001). La présence du récepteur de la CT (CTR) de type Cla a été
confirmée par RT-PCR, dans des cellules TtT/GF et dans des hypophyses de souris normales.
Les voies de signalisation intracellulaire induites par la CT sont complexes. La production
d’'IL-6 nécessite l'activation de la PKA et de la PK@a les protéines Gs et Gq
respectivement. La toxine pertussique (PTX) ne présente pas d'effet sur les productions
basales de cAMP et d’IL-6, mais elle potentialise I'action de la CT. La liaison de la CT au
CTR conduit donc a I'activation de protéines G de typetGs, d'une part, et (G, d’autre
part. Selon Kiriyamaet al., cette pluralité dans les voies de transduction liées a 'action de la
CT pourrait étre dde a la présence de « Receptor Activity-Modifying Proteins » (RAMPS).
Ces protéines, au nombre de 3 (RAMP-1, -2 et —3), sont des protéines a un domaine
transmembranaire qui peuvent modifier la glycosylation du CTR ou du « Calcitonin Receptor-
Like Receptor » (CRLR) (McLatchiet al., 1998). Par exemple, la présence de RAMP-1 est
nécessaire pour que le CRLR se comporte en récepteur du CGRP (Calcitonin Gene Related
Peptide). Or, ce neuropeptide de la famille de la CT a été identifi€ comme étant capable de
stimuler la libération d’IL-6,via une augmentation d’AMPc. Le blocage de la PKA par le
H89 suffit dans ce cas a inhiber la production d’IL-6 (Tatsetnal., 1991). La présence du
récepteur n’a pas été démontrée.

L’amyline, une autre protéine de la famille de la CT, induit également une
augmentation d’AMPc dans les cellules TtT/GF, mais ne modifie pas 'augmentation d’AMPc
induite par la CT. Son effet est antagonisé par I'amyline-(8-37), un antagoniste spécifique du
récepteur a 'amyline (Kiriyamat al, 2001). Les cellules TtT/GF expriment sans doute le
récepteur de l'amyline, mais son identification n’est pas possible car les RAMPs qui
interagissent avec CTR ou CRLR pour former celui-ci ne sont pas identifiées (Christopoulos

et al, 1999 ; Tilakaratnet al, 2000). La question de l'identification des RAMPs dans les
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cellules FS, et plus généralement I'hypophyse, et d’autant plus intéressante que I'on sait que
cette glande synthétise et libére de la CT (Hagtnal, 1995) et des « CT-like peptides »
(Hilton et al, 1998). De plus, la concentration de CT circulante (entre 0,02 et 0,1 nMgt(Fox

al., 1999) est capable de produire une production d’AMPc mais pas une libération d’IL-6 par

les cellules TtT/GF. Ces peptides auraient une action paracrine sur les cellules FS.

d. Récepteurs purinergiques

Purines (ATP, ADP, adénosine) et pyrimidines (UTP et UDP) sont produites dans
toutes les cellules et peuvent étre co-libérées en méme temps que les hormones par les
cellules endocrines hypophysaires (Cleeal., 1995 ; Nunezt al., 1997). Elles peuvent agir
de maniére paracringa des récepteurs de type P1 (adénosine) ou P2 (ATP, ADP, UTP) dont
les multiples isoformes sont présentes dans I'’hypophyse (Stojilkovic and Koshimizu, 2001).

Sur la base des réponses calciques a I'ATP des cellules de la lignée Tpit/F1 et de leur
pharmacologie, la présence de récepteurs purinergiques de type P2Y a été démontete (Chen
al., 2000). Ces récepteurs sont couplés aux protéiggseGactivent la voie IPPLC, alors
que les récepteurs P2X sont des récepteurs canaux. L'application d’ATP ou d’'UTP provoque
une réponse calcique biphasique des cellules Tpit/F1 (figure 14). La premiere phase est die a
la mobilisation des stocks de Taintracellulaires. Ces réponses sont bloquées aprés
application de thapsigargine, un inhibiteur de 13"@d Pase du réticulum endoplasmique, ou
de suramine, un inhibiteur des récepteurs P2Y. La deuxieme phase est dle a un influx de
calcium, puisqu’elle n’a pas lieu en absence d& &dracellulaire ou en présence de*Gdn
bloqueur de canaux calciques. Le blocage de la PLC diminue fortement la réponse. Dans cette
méme lignée, I'ATP augmente la libération de NO, vraisemblablewi@iactivation C&'-
dépendante de la nNOS. Des réponses calciques similaires ont été obtenues sur des cellules

FS en culture (Uchiyamet al, 2001).
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Figure 14 : Réponses calciques biphasiques a une stimulation purinergique dans une
cellules Tpit/F1 (d'apres Chen ez a/.,2000).

L'application d'ATP a une concentration de 10 uM (barre noire) déclenche une

augmentation transitoire de la [CaZJ']i (A) dans une cellule PDFS. La deuxieme phase de

la réponse est bloquée en présence d'un milieu extracellulaire dépourvu de Ca* (B).



La présence de récepteurs de l'adénosine n'a pas été démontrée. Cependant,
I'adénosine est capabléa des récepteurs. Acouplés positivement a I'adénylate cyclase (AC)
de stimuler la libération d’IL-6 dans les cultures de cellules hypophysaires (Raetchie
1997). L’adénosine pourrait également stimuler indirectement la sécrétion de PRL en inhibant
la production de NO par les cellules FS (¥ual, 1997). Cette action se ferait par un

récepteur de type Acouplé négativement a I'AC.

e. Autres stimuli: Angiotensine Il, ACh, TSH, Ps4, Cannabinoides.

Des réponses calciques a d'autres agonistes de récepteurs ont été observées,
notamment a I'angiotensine Il qui agit sur les cellules FS en culturetBly 2000). Elles
pourraient donc intervenir dans I'effet facilitateur de I'All sur les sécrétions hypophysaires
(Steeleet al, 1981).

Les cellules FS en culture sont également sensibles a 'ACh, avec des réponses passant
par le récepteur muscarinique de type, Meponses ayant les mémes caractéristigues que
celles qui sont induites par I'ATP (Nakajiretal, 2001). La aussi, les cellules FS pourraient
jouer un rdle au sein du systéme cholinergique intrinseque a I'hypophyse qui inhibe de
maniere tonique la sécrétion de GH et de PRL (Carmeliet and Denef, 1988, 1989).

La présence de récepteurs de la TSH dans I'hypophyse a été démontrée chez ’lhomme.
Ces récepteurs sont uniguement localisés dans les cellules FS selon Retiainfi@lummel
et al., 2000), ou dans les cellules FS et les cellules thyréotropes selon Theorod@b@llou
(Theorodopoulowet al.,, 2000). Ces derniers résultats suggerent I'existence d’un rétrocontrole
intra-hypophysaire de la libération de TSH qui mettrait en jeu les cellules FS. Ces données
sont d’autant plus intéressantes que les cellules FS sont la cible unique du Ps4 (ou prépro-
TRH 160-169), un décapeptide issu du précurseur de la TRH (Valehtgh 1998). Ce
peptide est présent dans les terminaisons nerveuses de I'éminence médiane (¥akantijn

1991), et il est libéré par un processus dépolarisant Etd€pendant par des tranches
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d’hypothalamus (Valentijet al, 1992). Il potentialise la sécrétion de TSH induite par la TRH
(Bulantet al., 1990), et augmente I'expression basale des messagers de la TSH et de la PRL
(Ladramet al,, 1994). D’'une maniere intéressante, la quantité de ces récepteurs varie au cours
du développement. Chez le rat, on observe une légere augmentation au cours des deux
premiéres semaines post-natales, puis une augmentation transitoire au moment du sevrage
(Valentijn et al, 1998). La présence de récepteurs de la TSH et du Ps4 dans les FS semble
placer ces dernieres dans une position importante concernant la régulation de l'axe
hypothalamo-hypophyso-thyréotrope et de la plasticité hypophysaire au moment du sevrage.

Dans les hypophyses humaines normales et adénomateuses, les cellules FS expriment
les récepteurs CB1 aux cannabinoides (Pagotb, 2001). Le rble de ces récepteurs dans la
physiologie des cellules FS reste toutefois inconnu.

Enfin, les cellules stellaires du lobe intermédiaire possédent des sites de liaison au
NPY (De Rijk et al, 1991), et recoivent une partie de linnervation diffuse de ce lobe
(Stoeckelet al, 1981). Elles pourraient jouer un role indirect dans linhibition par ce

neuropeptide de la sécrétiomdVISH (De Koninget al, 1991).

3.3. Effet du lipopolysaccharide bactérien (LPS)

L'action du LPS passe par une protéine membranaire CD14 (mCD14), qui lie le LPS
seul avec une faible affinité, et le LPS complexé a la LPB (LPS-binding protein) avec une
haute affinité (Ulevitch and Tobias, 1995). Une forme soluble de ce récepteur (sCD14) existe
€galement, qui permet une action sur des cellules dépourvues de mCD14 (Gottrddock
1995). Le bon fonctionnement de CD14 nécessite la présence d’'un autre élément essentiel a la
transduction du signal, le « Toll-like receptor-4 » (TIr4) (Poltoeakal, 1998). La plus
grande efficacité du LPS en présence de sérum peut étre expliquée par le fait que ce dernier
contient a la fois sSCD14 et LPB. Le mécanisme d’action du LPS sur les cellules TtT/GF a été

récemment décrit (Lohraat al,, 2000). La lignée TtT/GF, ainsi que les hypophyses de souris,
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expriment mCD14 et Trl4. Le LPS stimule la production de phosphoinositides, mais n’affecte
pas la production d’AMPc. Le mécanisme de cette activation n’est pas connu, mais le
domaine intracellulaire de Trl-4 est analogue a celui d’'un des récepteurs de I'lL-1 (Medzhitov
et al, 1997), dont l'activation dans les cellules hypophysaires déclenche également la
production d’IRB (Spangelo and Jarvis, 1996). Les étapes suivantes conduisant a la synthese
d’IL-6 sont mieux caractérisées. Le LPS induit une phosphorylation rapide deMy3BK,

qui a son tour phosphorylB, linhibiteur de NFkB. Cette phosphorylation induit la
dissociation du complexe (Browet al., 1995) et la libération du facteur de transcription actif
NF-kB, dont le réle dans la transcription du géne de I'lL-6 au sein du systeme immunitaire est
connu (Baeuerle and Henkel, 1994). Cet effet peut étre inhibé par la dexaméthasone, un
agoniste du récepteur aux GCs, récepteur connu pour jouer la contrepartie suppressive de NF-
KB dans le contrdle moléculaire des réponses immunitaires (McKay and Cidlowski, 1999).
Enfin, la cycloheximide, un inhibiteur de la traduction des ARNm, abolit totalement la
réponse au LPS (Lohret al., 2000). Le LPS ne stimulerait donc pas la libération rapide des
stocks d’IL-6 pré-existants, mais une synthésanovode cette cytokine. Ceci est en accord

avec le peu de vésicules observées dans les cellules FS et ainsi, leur faible capacité de

stockage de produits a sécréter.

3.4. Récepteurs aux glucocorticoides et aux oestrogenes
Les cellules FS sont une des cibles hypophysaires de I'action des GCs. Ces derniers
ont un effet inhibiteur sur la synthese d’IL-6 par des cellules hypophysaires en culture
(Carmelietet al, 1991) et des cellules TtT/GF stimulées au LPS (Lo#étrat,, 2000). Dans
ces deux mémes modeles, les glucocorticoides ont un effet inhibiteur sur la production de
VEGF (Gloddeket al., 1999 ; Lohreet al., 2001). Enfin, ils stimulent la production de LC1
et sa translocation a la face externe de la membrane (Taylor, 1995b), ainsi que la synthése de

la Glutamine Synthétase (Shirasawa and Yamanouchi, 1999). La présence de récepteurs aux
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GCs a été observée par immunocytochimie dans des noyaux des cellules FSdOaigwa
1999). La participation des cellules FS dans I'action hypophysaire de GCs peut donc étre
envisageée.

D’autres récepteurs nucléaires sont présents dans les cellules FS. Il s’agit des
récepteurs aux oestrogenes de tgpet 3 (Mitchneret al, 1998). Les estrogenes induisent
I'expression de des dans des cellules F# vivo, ainsi que dans des cellules lactotropes
(Allen et al, 1997). Le rble des oestrogenes sur les cellules FS n’est pas connu. Toutefois, ces
cellules interviennent dans la formation d’adénomes induit par les oestrogénes en stimulant la

prolifération des cellules lactotropeia la libération de bFGF (Hentgesal, 2000a).

4. Propriétés membranaires des cellules FS : canaux ionigues et jonctions gap

4.1. Expression de canaux ioniques membranaires

La réponse calcique biphasique des cellules FS a 'ATP (€taln 2000 ; Uchiyama
et al, 2001) ou a 'ACh (Nakajimat al., 2001) met en jeu une entrée de calcium. Les auteurs
de ces études concluent a un influx dé*G@a des « store-operated channels », car les
cellules répondent peu a une dépolarisation par 30mMP&urtant, un article de Yadaal.
(Yadaet al,, 1993) fait état de telles réponses dans des cellules FS en culture. Les cellules FS
pourraient donc exprimer des canaux calciques dépendants du potentiel. La seule étude
électrophysiologique effectuée sur des cellules TtT/GF a montré la présence de canaux
potassiques dépendants du potentiel. Les courants potassiques sortants ne sont présents que
dans des cellules émettant des prolongements et/ou en contact avec d'autres cellules
(Yamasakiet al., 1997). Le potentiel de repos des cellules se situe entre —30 et =50 mV, et la
résistance d’entrée (Rin) varie entre 1 et Q. ®’autres types de courants n'ont pas été

observeés.
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Des enregistrements en patch-clamp des cellules stellaires daRarddstermedia
de Xénope maintenuén vitro ont également montré la présence de courants potassiques
sortants et entrants. Les cellules stellaires de Xénope ont un potentiel de repos d’environ —90
mV, et une Rin entre 200 et 600CMBorstet al,, 1996). Ces résultats sont en accord avec le
rle supposé de ces cellules dans la régulation de la tenetidemidlieu extracellulaire.

Chez le rat, des enregistrements intracellulaires des cellules stellaires ont été effectués
(Mudrick-Donnonet al, 1993). Elles ont un potentiel de repos avoisinant les —60 mV, une
Rin tres faible aux alentours de 4@}et ne présentent pas de conductance activable par des
injections de courant. Par contre, une stimulation électrique de la tige pituitaire induit des
potentiels post-synaptiques de nature GABAergique et dopaminergique, montrant que
I'innervation des cellules stellaires (Stoec&ehl, 1981) est fonctionnelle.

Lors d’enregistrements de cellules stellaires de la PIl, la présence dans I'électrode
d’enregistrement de neurobiotine (NB) ou de jaune de lucifer (LY), deux traceurs de faible
poids moléculaire, a permis d’observer une diffusion de ces molécules vers des cellules
voisines. Ces résultats, ainsi que les faibles résistances d’entrée lors des enregistrements,

indiquent la présence d’un couplage jonctionnel.

4.2. Communications intercellulaires des jonctions gap.

Les jonctions gap (GJ) sont présentes dans I'hypophyse ainsi que dans de nombreuses
glandes endocrines (Munari-Silem and Rousset, 1996). La premiére observation de jonctions
gap dans I'hypophyse a été faite en microscopie électronique, montrant des jonctions gap
entre cellules endocrines (Fletcletral, 1975) et entre cellules FS (Mira-Mosgral,, 1975).

Fletcher et ses collaborateurs y ont méme ajouté la preuve de l'existence d'un couplage
électrique. Certaines connexines, constituants protéiques des jonctions gap, sont présentes

dans I'hypophyse antérieure, de méme que leurs messagersef\da993). La connexine
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43 (Cx 43) semble la plus abondante (Metlal, 1993 ; Yamamotet al, 1993), mais les
connexines 26 et 36 ont également été observées @atlal993 ; Belluardet al, 2000).

La localisation de ces jonctions gap est matiére a débat. Les nombreux travaux de
microscopie électronique, essentiellement effectués par le groupe de Damon C. Herbert, ont
conduit a I'observation de plagues de jonctions gap entre les cellules FS uniquement, et
essentiellement au niveau des follicules (figure 15) (Soji and Herbert, 1989 ; Kuruno, 1996).

Les jonctions gap sont présentes a partir du@0 postnatal chez le rat male, et a
partir du 25 chez la femelle. Leur nombre augmente jusqu’d@jotl ou il atteint un plateau
(Soji et al, 1990, 1991b ; Soji and Herbert, 1990). Mais ces études ont surtout souligné la
grande plasticité de ces structures intercellulaires. Chez le jeune male, les injections de LH-
RH ou de testostérone accélérent I'apparition des GJdGalij 1990), alors que la castration
au 5 jour postnatal en diminue fortement le nombre (Soji and Herbert, 1990). L'effet de la
gonadectomie est contrebalancé par l'injection de testostérone, mais pas par du LH-RH,
montrant ainsi un contréle du nombre de GJ par des stéroides sexuels. Ce contrble est
important tres tét chez le jeune, puisque la castration goudOn’a pas d’effet (Nishizonet
al., 1993). Les glucocorticoides provoquent également un retard dans le développement des
GJ.

Chez la femelle, le nombre de jonctions gap entre cellules FS diminue de moitié au
cours du diestrus et augmente légérement entre le proestrus et l'oestriet ¢bpjl991).
L'ovariectomie n'a pas deffet, mais un traitement a la testostérone, la progestérone ou
I'oestradiol augmente la quantité de plaques observées (Kuruno, 1996). Au cours de la
gestation, le nombre de GJ augmente brutalement entr€ & [E719 jour de gestation, et
diminue légérement jusqu’au 27Au deuxieéme jour de lactation, ce nombre est revenu a la
valeur initiale observée pendant I'oestrus (Sojial, 1992). Le contréle des jonctions gap
chez la femelle résulte sans doute d’'un mécanisme complexe faisant intervenir les stéroides

sexuels, les estrogenes et la progestérone. La PRL joue également un réle dans ce phénoméne,
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puisque chez le vison, I'expression de la Cx 43 varie en fonction des variations saisonniéeres
de cette hormone (Vitalet al, 2001). Au printemps et pendant la lactation, la quantité de
Cx43 est plus importante (x 2,5) qu’au cours des autres saisons, ou le taux de PRL est bas.
Chez le vison, cette connexine est exprimée majoritairement dans les cellules FS.

Par ailleurs, d'autres études ont révélé la présence de jonctions gap non seulement
entre cellules FS mais également entre cellules endocrines. La prissitaade la Cx 43
entre cellules FS a été montrée par immunomarquage a I'or, et dans des cellules gonadotropes
par immunohistochimie (Yamamotet al, 1993). Les cellules FS en culture expriment
également cette connexine (Moraetdal, 1996).

Jusqu’a présent, une seule publication fait état d’'un couplage fonctionnel entre cellules
FS, mais aussi entre cellules FS et cellules endocrines. En incubant pendant 2 minutes des
hémi-hypophyse dans un milieu contenant du LY et de la BSA-Texas Red, Mxraindnt
observé une diffusion du LY de cellule en cellule jusqu'a88G partir de la zone de lésion
(figure 16) (Morandet al, 1996). La BSA-TR ne péneétre pas dans le tissu, a cause de son
poids moléculaire élevé (> 66 kDa). Un immuno-marquage des différentes hormones et de la
protéine S-100 a montré que toutes les cellules hypophysaires possédent des jonctions gap
fonctionnelles. Dans ce cas, les principales voies de passage du LY sont les cellules FS, les
cellules lactotropes et somatotropes. Des injections de LY dans des cellules en culture
primaire ont permis de quantifier le pourcentage de cellules couplées, qui est supérieur a 60 %
pour les cellules FS, mais inférieur a 5 % pour les cellules endocrines. Il existerait également
un couplage homologue entre cellules FS, ainsi qu’un couplage hétérologue entre cellules FS
et cellules lactotropes. Aucun couplage homologue n’a été observé dans ces conditions entre
cellules endocrines d’'un méme type, mais un couplage hétérologue faisant intervenir a la fois
cellules FS, cellules lactotropes et un troisieme type cellulaire non identifié a été observé. La
situation semble différente dans des tranches fraiches d’hypophyse de cobaye. Apres injection

de LY dans des cellules endocrines, il y a diffusion du traceur dans 47 % des cas (Guérineau
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Figure 15 : Jonctions gap entre cellules FS. Des plaques de jonctions gap (pointes de
fleches blanches) sont visibles entre cellules FS par microscopie électronique. Elles sont
souvent séparées du bord du follicule par des jonctions intermédiaires (pointes de fle-
ches noires) (x 30000) (d'apres Soji ez a/., 1990).

Figure 16 : Fonctionnalité du couplage intercellulaire dans des hémi-hypophyses de rat
(d'apres Morand ez a/.,1996).

Une hypophyse de rat a été coupée en deux parties avec une lame de rasoir, incubée
dans un milieu contenant du LY et de la BSA-TR.

A, Le LY diffuse vers l'intérieur du tissu perpendiculairement au sens de coupe par la

lame (indiqué par les fleches)

B, Agrandissement de la région encadrée en A, montrant que le marquage au LY est
cytoplasmique et nucléaire.

C,La BSA-TR de diffuse pas au sein du tissu.

Echelle: 100 um en A et C,20 um en B.



et al., 1998). De plus, le couplage homologue est majoritaire, et concerne essentiellement les
cellules somatotropes. Les especes, modeles et techniques utilisées sont sans doute a I'origine
des différences de résultats observées. L'étendue du couplage entre les cellules FS et son role

in situ reste encore a déterminer.

5. Cellules FS et pathologies hypophysaires

L'implication des cellules FS dans les pathologies hypophysaires est encore obscure.
Les données les plus probantes concernent leur intervention dans la formation de tumeurs
lactotropes induites par les oestrogénes chez les rats Fischer-344, notaramaditiération
de bFGF comme décrit dans le chapitre VI, 2.4 (Herggak, 2000a). Dans ces tumeurs, les
cellules FS ont une forte activité phagocytique (Scheddtteal, 1988). L’expression du
VEGF est également accrue, et favorise I'angiogenése de la tumeur (Batherigd997).

De plus, la présence de cellules FS est nécessaire a la croissance des tumeurs hypophysaires
chez les souris « nude » (Koyaetaal, 1995).

La présence ou non de cellules FS dans les tumeurs hypophysaires humaines a fait
'objet de nombreux débats. Alors que certains auteurs ont décrit des tumeurs contenant
essentiellement des cellules FS (Iwekial, 1986), d’autres ont conclu a I'absence de ces
cellules (Turpinet al, 1988). Dans des tumeurs sécrétant la GH et la PRL, les cellules FS
semblent s’accumuler dans le tissu sain (Hddteal, 1984a ; Velascet al,, 1982) et dans la
zone de transition entre le tissu sain et le tissu tumoral (Marah, 1992 ; Farnouet al,

1994). Les cytokines influencent également la tumorigenése (Ray and Melmed, 1997). L’IL-6
stimule également la prolifération des cellules tumorales (@rtal, 1993 ; Sawadat al,

1995). Un modéle a été proposé dans lequel les cellules FS de la zone de transition stimulent
la prolifération des cellules tumorales voisines, et leur propre prolifération grace a la

libération d’IL-6 (figure 17) (Renneet al, 1998). Cette prolifération serait d’autant plus
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importante que les cellules tumorales sécrétent elles-mémes I'lL-6 goaiesl991, 1994 ;
Tsagarakist al, 1992 ; Uetat al,, 1995). L’IL-6 induirait également la production de VEGF
(Gloddeket al, 1999), éléement essentiel de la néovascularisation de la tumeur (Ferrara and
Alitalo, 1999) tout comme le bFGF (Schecheerl., 1993), le TIMP-II (Matsumoto, 1993b)

et les gélatinases (Paez-Pereda, 2000) produits par les cellules FS.
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VI. PROBLEMATIQUE

Prés d’'un demi-siécle aprés leur découverte, les cellules FS restent a I'évidence le type
cellulaire le plus mystérieux de I'hypophyse. De nombreuses études morphologiques ont
permis leur descriptionn situ. En parallele, les nombreux travaux dimmunomarquage,
d’hybridation in situ et d’approche physiologiquim vitro ont permis de révéler que ces
cellules disposent de tout un "arsenal® qui pourrait réguler [Iactivité (sécrétion,
prolifération...) des cellules endocrines. Toutefois, I'absence de données olmesituesinsi
que la multiplicité des modéles utilisés ne rend pas aisée une vision intégrée du role de ces
cellules.

L'utilisation de différentes lignées (TtT/GF, Tpit/F1, PDFS) a parfois conduit a des
résultats contradictoires par rapport a ceux obtenus sur des cellules FS en culture primaire.
Cette ambiguité de résultats peut étre dle au fait que certaines de ces lignées ne sont
représentatives que d’'une sous-population des cellules FS. Citons par exemple la lignée
TtT/GF dont 'ensemble des cellules exprime la GFAP (Inetual, 1992), alors que cette
protéine n’'est présente que dans 30% de cellulegy R8/0 (Tachibana and Yamashima,
1988). Des anomalies génétiques ont également été constatées, comme la présence de 60
chromosomes dans chaque cellule de la lignée PDFS (Dsrdllg 2000). Cette instabilité
génétique qui résulte sans doute de l'origine tumorale de ces lignées (Farrell and Clayton,
2000) n’incite pas a leur utilisation dans le cadre d’études visant a déterminer le réle
physiologique des cellules FS.

Beaucoup de ces résultats ont également été obtenus hors de tout contexte tissulaire.
Seul Carl Denef et ses collaborateurs ont tenté de recréer un environnement proche de la
réalité physiologique en utilisant des agrégats cellulaires. Mais ce modéle présente une

distribution anarchique des cellules et I'étude des communications intercellulaires au sein de
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ces aggrégats est biaisée par 'absence des barrieres physiques présentes dans le tissu, comme
les lames basales intra-épithéliales et surtout les lames basales péri-cordonales.

Le maintien de l'intégrité tissulaire influence pourtant les mécanismes de transduction
des cellules hypophysaires. Ceci a été démontré dans notre laboratoire ces dernieres années
grace au développement et a l'utilisation de tranches d’hypophyse fraichement préparées. Un
des phénomenes les plus marquants est la description d’'un profil d’activité calcique de type
"bouffées" dans les cellules endocrines au sein du tissu (Bonretfalt 2000). Cette
organisation temporelle est nettement moins évidente dans les cellules hypophysaires en
culture.

Il est temps maintenant d’aborder I'activité des cellules FS dans une configuration qui
préserve au mieux une de leurs principales caractéristiques, c’est-a-dire leur organisation en
réseau. La premiére question qui se pose alors est celle de la réalité fonctionnelle de ce réseau
en termes de communications intercellulaires.

Le premier but de cette thése a été de déterminer s'il existait des mécanismes de
communications entre cellules R$ situ La position profonde de l'organe dans la boite
cranienne ne permettant pas une étude a&iséeo, cette étude a été réalisée sur des tranches
d’hypophyses de rat fraichement préparées, modeéle qui conserve I'architecture cordonale du
tissu (Guérineaet al., 1998). L'utilisation de ces tranches nous a permis d’étudier, dans un
environnement proche de la réalité physiologique, les signaux calciques et
électrophysiologiques, acteurs importants de l'activité cellulaire, et leurs dynamiques dans le
cadre d'une communication cellule-cellule. Dans un second temps, nous avons étudié la
dynamique spatio-temporelle de libération de I'lL-6 par les tranches d’hypophyse, afin de
déterminer si les modulations de I'activité des cellules FS et des communications au sein du
réseau pouvaient influer sur la production de cette cytokine, élément régulateur important de

la physiologie hypophysaire.
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1. Préparation de tranches aigués d'hypophyse antérieure.

Par souci de continuité avec les données de la littérature, nous avons choisi comme
modele I'hypophyse de rat. Des femelles Wistar (Iffa Credo) agées de 10 & 12 semaines ont
été utilisées.

Apres décapitation de l'animal, I'hnypophyse est rapidement disséquée et refroidie a
I'aide de solution physiologique glacée. Elle est ensuite collée sur un support d'agarose rigide
lui-méme fixé sur la platine d'un vibratome Dosaka DTK-1000. Pour [l'utilisation du
vibratome Leica VT 1000S, I'hypophyse est incluse dans un gel d'agarose a faible température
de fusion permettant d'obtenir un bloc rigide sans provoquer de Iésion thermique de la glande.
Un soin particulier est apporté a I'exécution rapide de chaque étape ainsi qu'au maintien d'une
température basse (1-4 °C) dans la chambre du vibratome. Contrairement a la préparation de
tranches de systéme nerveux ou le risque de destruction du tissu par anoxie est omniprésent et
oblige a travailler tres rapidement a chaque étape, une avancée tres lente de la lame du
vibratome (entre 10 et 5@um/seconde) est primordiale pour l'obtention d'une tranche
d'hypophyse d'épaisseur constante et de surface propre. L'épaisseur des tranches obtenues
varie de 200 a 30@um (rat), ce qui permet une transmission suffisante de la lumiére en
microscopie. Les tranches sont maintenues a 37°C, dans une solution de Ringer saturée en
0O,/CO, et contenant 40M de (-Ala-Lys-N,-AMCA. Ce dipeptide fluorescent est capturé de
maniere spécifique par les cellules FS (Gitoal, 1996) grace a un transporteur de type
PepT2 (Diecket al., 1999), nous permettant ainsi de visualiser et de pré-identifier les cellules
FS avant les enregistrements calciques et électrophysiologiqugsAleelys-N,-AMCA
nous a été généreusement fourni par le Dr Karl Bauer (Max-Planck-Institut fir

Experimentelle Endokrinologie, Hannovre, Allemagne).
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2. Protocoles d'utilisation des sondes calciques fluorescentes.

L'utilisation d'un microscope confocal (Odyssey XL, Noran Instruments Inc.) équipé
d'un laser argon/krypton, ainsi que les longueurs d'onde d’excitation et d’émission de
'AMCA ne permettent pas I'utilisation des sondes calciques ratiométriques excitables dans
l'ultraviolet telles que le fura-2. Nous avons utilisé des sondes non ratiométriques présentant
des spectres d'absorption dans le visible, compatibles avec les raies d'excitation du laser
Ar/Kr. Plusieurs sondes ont été testées : Fluo-3, Calcium Green, I'Oregon-Green 488 BAPTA-
1. Seul I'Oregon-Green 488 BAPTA-1 a donné des résultats satisfaisants en termes de
luminosité, de résistance a la photolyse, et de faible cytotoxicité. Les tranches sont chargées
par immersion totale avec la sonde sous sa forme estérifiée (acetoxymethyl ester, AM)
pendant 15-30 minutes a 37°C, soit par éjection locale et pulsée (3-4 secondes toutes les 20
secondes) de la sond& une pipette en verre. Pour les mesures combinées des variations de
la [Ca*]; et des signaux électrophysiologiques, la forme saline (sels de potassium) du Fluo-3
ou de [I'Oregon-Green 488 BAPTA-1 a été introduite directement dans la pipette
d’enregistrement.

Tous les enregistrements de longue durée présentent une baisse significative du niveau
de fluorescence basale due a la fois a la photolyse de la sonde et a sa sortie hors des cellules.
Pour augmenter leur lisibilité, ces signaux sont corrigés de cette baisse réguliere par un
algorithme comprenant une régression linéaire ou monoexponentielle suivant les cas, a l'aide

du logiciel Igor Pro 3.14 (Wavemetrics).

3. Stimulations électriques.

Pour les stimulations unicellulaires, une pipette en verre (type pipette de patch)

contenant une solution de Ringer tamponnée a 'HEPES et reliée au stimulateur a été posée
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sur la cellule. Le signal électrigue (0,5 a 10 V, 1 ms) a été déclenché soit manuellement, soit
par un signal TTL provenant du microscope confocal permettant la synchronisation avec
I'enregistrement des variations de Ge&]..

Pour les stimulations de champ, nous avons fait passer un courant entre deux
électrodes en verre dont la pointe a été cassée et polie a la flamme. Les pointes de ces
pipettes, posées sur le tissu, étaient distantes d’environ @6¥80a stimulation (7OQA a

5mA, 25 a 100 ms) a été déclenchée manuellement.

4. Enregistrements électrophysiologiques.

Ces enregistrements électrophysiologiques ont été réalisés dans la configuration
"cellule-entiére" de la technique du patch-clamp, grace a un amplificateur EPC-9 (HEKA
Electronics, Lambrecht/Pfalz, Allemagne). Seules les cellules présentant une forte
fluorescence AMCA ont été enregistrées. La solution intra-pipette contenait 140 mM de
gluconate de potassium, 10 mM de KCI, 2 mM de MgC|1 mM d'EGTA et 5 mM
d’HEPES, avec un pH ajusté a 7,2 par addition de KOH. Pour les enregistrements de courant
entrant, le gluconate de potassium était remplacé par dy €s@uantité équimolaire, et 10
mM de BAPTA étaient utilisés comme chélateur de calcium. Les signaux enregistrés ont été
analysés avec les logiciels Pulse + PulseFit 8.30 (HEKA Electronik) et Igor Pro 3.14

(Wavemetrics).

5. La technique du “Vaseline-gap”.

Cette technique a pour but de créer une barriere étanche au milieu d’'une tranche
d’hypophyse afin de pouvoir en incuber les deux cotés dans des solutions différentes. La

tranche est placée dans une chambre a deux compartiments (figure 18). L’étanchéité entre les
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Figure 18 : La technique du "vaseline-gap".

A, Une tranche d'hypophyse est placée sur une couche de vaseline située entre les deux
compartiments d'une méme cuve.

B, Une deuxieme couche de vaseline est déposée sur le centre de la tranche.

C, Une lamelle de verre permet de stabiliser le pont de vaseline.

D, Les deux compartiments sont remplis de solution de Ringer contenant des lectines

fluorescentes afin de vérifier I'étanchéité du pont de vaseline.



deux compartiments est réalisée en déposant une couche de vaseline (Monot, Groupe Lipha)
de 500um de largeur sur et sous la tranche, grace a une aiguille de 0,40 x 12 mm montée sur
une seringue de 1 ml. L’ensemble de la préparation est laissé dans une étuve pendant toute la
durée des incubations. Pour les expériences de diffusioff-Alla-Lys-N,-AMCA, des

lectines fluorescentes ont été ajoutées aux milieux d’'incubation pour vérifier I'étanchéité du
pont de vaseline. Pour les dosages d’IL-6, dgHj-carnosine JH]-B-Ala-His) (=10000

cpm) a été ajoutée du coté stimulé, et lOde chaque surnageant ont été comptés. La
radioactivité du coté opposé n’a jamais dépassé le bruit de fond de I'appareil de comptage
(=10 cpm), montrant I'absence totale de fuite. Aprés 6 heures a I'étuve, un test d’exclusion du
Bleu trypan montre que les cellules localisées sous le pont de vaseline ont la méme viabilité
que les cellules situées sur les cotés. Ces cellules présentent également une activité calcique

spontanée normale.

6. Dosages d'interleukine-6.

Les tranches d’hypophyse ont été incubées dangull@® Ringer contenant 1 % de
solution d’acides aminés (Gibco BRL) et 1 % de BSA (Boehringer Manheim). Les
surnageants ont été prélevés aux temps indiqués dans les résultats, et remplacgsd gar 100
Ringer a 37°C. L'IL-6 a été dosée grace a des préts-a-monter de dosage ELISA (Enzyme-
Linked Immunoabsorbant Assay) (R&D Systems, Minneapolis, MN), en accord avec les
instructions du fabricant. Le seuil de sensibilit¢é de ces kits est de 3 pg/ml. Les tranches
d’hypophyses ayant des tailles trés variables, les quantités d’IL-6 sont exprimées en

picogrammes d’IL-6 libérées par mute tissu.
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1. Le réseau de cellules FS forme une route de communication a longue distance dans
I’hypophyse antérieure.

Publication :

Folliculostellate cell network: A route for long-distance communication in the anterior
pituitary.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Ag@icdul

17 ;98 (15) : 8891-6.

But de I'étude

L’hypophyse antérieure est dépourvue d’innervation chez les mammiferes, et donc a
priori de systeme de communication intra-hypophysaire capable d’acheminer rapidement une
information a 'ensemble de la glande. Le réseau de cellules FS, idésttit de maniere
essentiellement anatomique, pourrait constituer un tel mécanisme de communication a longue
distance. Nous avons donc étudié certains signaux de transduction, en nous focalisant sur les
variations de 1§Ca"]; et les propriétés biophysiques membranaires des cellules FS, propriétés
jusqu’alors inconnues. Le modéle de tranches d’hypophyse nous a permis d’étudier les
mécanismes de communication intercellulaire de ces signaux au sein du réseau, ainsi que le

couplage métabolique.

Méthodes

Les cellules FS ont été visualisées au sein des tranches d’hypophyse grace a
I'utilisation d’'un dipeptide fluorescent, B-Ala-Lys-N,-AMCA. Les variations de [§C&],
ont été suivies en temps réel soit par microscopie confocale a balayage laser rapide, soit par
imagerie conventionnelle & I'aide du caméra CCD refroidie intensifiee (Pentamax Gen IV,
Princeton Instruments). Les enregistrements en patch-clamp dans la configuration cellule

entiere ont servi a I'étude des événements électriques ainsi qu’a l'introduction dans les
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cellules de traceurs diffusibles. Les drogues ont été appliqguées soit directement dans le bain,
soit par application locale grace a une pipette d’éjection placée a proximité des cellules.
Enfin, la technique du " Vaseline-gap " a permis d’appréhender I'étendue du réseau a I'échelle

de la tranche entiére.

Principaux résultats

Les cellules FS s’avéerent étre des cellules excitables capables de générer des potentiels
d’action, résultant de I'action concertée de conductance sodiques, calcigues et potassiques.
Ces potentiels d’action peuvent générer une élévation transitoire[@efTh (ou transitoire
calcique). Une stimulation électrique locale permet également de déclencher un transitoire
calcique, qui peut se propager a des cellules FS voisines a une vitesse moyennemis.124
La encore, I'excitabilité membranaire sert de support au déclenchement de cette vague. Ces
vagues existent également de maniere spontanée (voir chapitre suivant).

La propagation de la vague est fortement diminuée en présence de carbénoxolone
(blogueur de jonctions gap), mais pas par le blocage des récepteurs purinergiques. Méme si
les cellules FS répondent a 'ATP, I'action paracrine de ce nucléotide n’intervient pas dans la
propagation. L’introduction d’IPdans une cellule déclenche également une vague calcique,
mais de vitesse plus lente (}#n/s). La présence dans la pipette d’enregistrement d’'un
traceur de faible poids moléculaire qui diffuse par les jonctions gap révele un fort couplage
intercellulaire et une organisation tridimensionnelle du réseau. L'étendue de ce couplage
permet le transfert d’'une vague calcique ou de molécules de petite taille sur des distances de

I'ordre du millimétre.

Discussion
Les cellules FS, considérées depuis longtemps comme des cellules silencieuses, sont

des cellules excitables au méme titre que les cellules endocrines. La propagation de vagues
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calciques sur une longue distance, vraisemblablement due a la propagation de dépolarisations
via des jonctions gap, est un nouveau mode de communication a longue distance dans
I'hnypophyse, en supplément du systéme sanguin. Ces résultats mettent également en évidence
'importance de lintégrité tissulaire, sans doute a l'origine des difféerences observées au
niveau des propriétés électrigues membranaires, et au niveau du couplage jonctionnel, par
rapport aux cellules FS en culture. Cinquante ans aprés sa découverte, le réseau de cellules FS
prend donc une réalité fonctionnelle en termes de communications intercellulaires. L'étude
des facteurs pouvant moduler son activité et de son action sur les cellules endocrines devrait

procurer de nouvelles pistes d’investigation concernant son rdle qui demeure encore obscur.
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All higher life forms critically depend on hormones being rhyth-
mically released by the anterior pituitary. The proper functioning
of this master gland is dynamically controlled by a complex set of
regulatory mechanisms that ultimately determine the fine tuning
of the excitable endocrine cells, all of them heterogeneously
distributed throughout the gland. Here, we provide evidence for
an intrapituitary communication system by which information is
transferred via the network of nonendocrine folliculostellate (FS)
cells. Local electrical stimulation of FS cells in acute pituitary slices
triggered cytosolic calcium waves, which propagated to other FS
cells by signaling through gap junctions. Calcium wave initiation
was because of the membrane excitability of FS cells, hitherto
classified as silent cells. FS cell coupling could relay information
between opposite regions of the gland. Because FS cells respond to
central and peripheral stimuli and dialogue with endocrine cells,
the form of large-scale intrapituitary communication described
here may provide an efficient mechanism that orchestrates ante-
rior pituitary functioning in response to physiological needs.

lassically, the anterior pituitary is considered as a secondary

oscillator obeying mainly hypothalamic factors, either in-
creasing or decreasing secretion of pituitary hormones, which
are released in an episodic manner at the base of the median
eminence (1-4). The portal blood vessels form the interorgan
communication system driving the hypothalamic inputs to the
anterior pituitary. They collect the transmitters released by
hypothalamic nerve endings at the primary capillary plexus level
and slowly distribute them in the endocrine parenchyma via the
arborescence of pituitary sinusoids between the columnar units
of pituitary cells (“cell cords™) (5, 6). Over the last three decades,
many studies carried out in isolated endocrine cells have pro-
vided strong evidence that endocrine cells generate action
potential-driven rises in cytosolic Ca?>* concentration ([Ca?"];)
that are probably the keystones of dynamic adjustment of
numerous cellular functions, including exocytosis and gene
expression (7-9). Recently, the technique of acute slice prepa-
rations applied to the anterior pituitary revealed that endocrine
cells do fire short-term [Ca®"]; transients because of their
electrical activity in situ (10, 11).

However, the activity of the gland as a whole does not reflect
the average of independent dynamics of cellular messages that
occur in the distinct endocrine cell types scattered throughout
the tissue. In this respect, one puzzling finding is the persistence
of pulsatile releasing profiles of hormones when the gland is
disconnected from the hypothalamic inputs (12, 13). This indi-
cates that a large-scale communication system exists within the
anterior pituitary. Despite the wealth of information on cell-to-
cell mechanisms between endocrine cells that comprise the
release of paracrine factors (14) and gap junction signaling (10),
spreading of spatial information that crosses the limits of single
cell cords could not be explained by these mechanisms.

Because a highly efficient process spreading spatial informa-
tion to the entire gland and even to pituitary subregions has not
been reported yet, we explored here whether nonendocrine
folliculostellate (FS) cells can support long-distance information
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transfer within the gland. FS cells display a star-shaped cyto-
plasmic configuration intermingled between hormone-secreting
cells. The organization of FS cells within the parenchyma forms
a three-dimensional anatomical network, in the meshes of which
the endocrine cells reside (15, 16). Very little is known about the
functioning of this FS cell network, in particular with regard to
the dynamics of cellular/intercellular messages. To study the
behavior of this network, we measured multicellular changes in
[Ca*];, a messenger involved in a wide range of cell-to-cell
communication mechanisms (17-23), electrophysiological prop-
erties of FS cells, and intercellular diffusion of dyes in acute
pituitary slices. We show here that the FS cell network forms a
functional intrapituitary circuitry in which information—Ca?*
signals and small diffusible molecules—can be transferred over
long distances (millimeter range) within the intact pituitary
tissue.

Methods

Cytosolic Ca2* Monitoring in Acute Slices. Pituitary slices (200 um
thick) from 10- to 12-week-old female Wistar rats were prepared
as previously described (11). Ringer’s saline contained (in mM):
125 NaCl/2.5 KCl/2 CaCly/1 MgCl,/1.25 NaH,PO4/26
NaHCOj3/12 glucose. Slices were incubated with 40 uM B-Ala-
Lys-N*-AMCA, a UV light-excitable fluorescent dipeptide
(AMCA, 7-amino-4-methylcoumarin-3-acetic acid) taken up by
FS cells (24), at 37°C for 1.5 h and then exposed to 15 uM Oregon
green 488 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraac-
etate (BAPTA)-1 acetoxymethyl ester (Molecular Probes) pe-
riodically delivered (3 s per 20 s for 15-20 min) onto a cell field
via a blunt micropipette (11). Time-lapse optical sequences were
captured with a real-time confocal microscope (Noran Odyssey
XL, 488-nm excitation wavelength, 120 images per s with aver-
aging 4 frames), which also delivered a TTL (transistor—
transistor logic) signal that synchronized image acquisition with
a brief voltage pulse (1 ms, 0.5-10 V) applied to a patch-pipette
filled with Ringer’s saline and positioned on the cell (10).
Because the confocal microscope was fitted with an Ar/Kr laser
(visible light wavelengths), cells at the slice surface were first
viewed with a xenon lamp via the epifluorescent port of the
upright microscope. Only cells that showed both B-Ala-Lys-N¢-
AMCA and Oregon green 488 BAPTA-1 were taken for sub-
sequent [Ca?*]; monitoring. In some experiments, electrical field
stimulation was used to locally stimulate a cell field. A current
step was shortly applied between the tips (50-100 um apart) of
two pipettes (filled with Ringer’s saline) touching the slice
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surface. [Ca?"]; changes were imaged with an intensified cooled
charge-coupled device camera (PentaMAX Gen IV; Princeton
Instruments, Trenton, NJ) and acquired with Metafluor (Uni-
versal Imaging, Media, PA). Image analysis was carried out with
INTERVISION 1.5.1, NIH IMAGE 68K 1.58, IGOR PRO 3.14, and
ADOBE PHOTOSHOP 5.0. Pharmacological agents were either
superfused or locally applied with a puff pipette.

Patch-Clamp Measurements. Whole-cell electrical events were re-
corded by using an EPC-9 patch-clamp amplifier (HEKA Elec-
tronics, Lambrecht/Pfalz, Germany). Intrapipette solution con-
tained (in mM): 140 potassium gluconate/10 KCI/2 MgCl,/1.1
EGTA/5 Hepes, pH 7.2 (KOH). Current steps were injected
through the pipette tip at the soma level only. When membrane
potential measurements were combined with [Ca?*]; imaging,
fluo-3 potassium salt (100 uM) was included, and EGTA was
lowered to 0.2 mM. Lucifer yellow (1 mM, Sigma) or Neurobi-
otin [N-(2-aminoethyl)biotinamide hydrochloride, 1%, Vector
Laboratories] was added to the intrapipette solution when
appropriate. When inward currents were recorded in voltage-
clamp conditions, CsCl replaced potassium gluconate in equimo-
lar amounts, and BAPTA (10 mM) was used as a Ca?" chelator.
Only cells with a high input resistance (=1 G(Q), which provided
acceptable space-clamp conditions, were recorded with the
voltage-clamp mode.

Immunostaining. Laminin staining was performed with a poly-
clonal antibody (Sigma) when the FS cell network had been
traced with Neurobiotin (revealed with FITC-labeled avidin D).
Samples were examined with a Zeiss LSM 410 confocal micro-
scope. Neurobiotin was visualized with an argon ion laser at 488
nm, and a He/Ne laser, pretuned to 543 nm, was used to image
laminin simultaneously. Optical slices of 0.2-um intervals with
each image averaged were used to improve the signal-to-noise
ratio. Dual staining was reconstructed three-dimensionally by
using Imaris software (Bitplane, Zurich).

Vaseline-Gap Technique. Coronal slices were placed in a two-
compartment chamber so that the two slice sides were bathed in
separate compartments. Insulation between compartments was
secured by a thin Vaseline (petroleum jelly) bridge surrounding
a slice portion of about 0.5 mm in width. One compartment was
usually filled with B-Ala-Lys-N°-AMCA-containing Ringer’s
saline, whereas the other contained peptide-free medium. In-
cubation for 3 h at 37°C was carried out to achieve intense
AMCA fluorescence because of peptide uptake by FS cells.
Fluorescent lectins were routinely included in the bathing solu-
tions to check the water-tightness of the Vaseline bridge and to
help delineate the bridge borders after slice fixation.

Results

Generation of Calcium Waves Within the FS Cell Network. Experi-
ments were carried out in acute pituitary slices (10) to preserve
the framework of the FS cell network. We visualized FS cells by
incubating slices with B-Ala-Lys-N*-AMCA, a fluorescent
dipeptide that specifically accumulates in FS cells (24) (Fig. 1a).
In addition, short-term (=15-20 min) exposure with Oregon
green 488 BAPTA-1 acetoxymethyl ester (11) allowed Ca?* dye
loading of B-Ala-Lys-N*-AMCA-positive FS cells before loading
the neighboring endocrine cells to a detectable threshold (Fig.
1b). Voltage from a micropipette touching an FS cell was used
to deliver local electrical stimulation (10), whereas multicellular
[Ca?"]; changes were monitored with real-time confocal micros-
copy. Brief stimulation triggered a fast-peaking [Ca®*]; rise (time
to peak <1 s), which was conveyed from one FS cell to the next
(Fig. 1c¢) (156 of 176 trials, 59 different slices). The apparent
velocities of [Ca?"]; waves (measured from the delays between
onsets of [Ca®*]; rises in FS cell somas located at the same optical
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Fig. 1. Generation of propagated [Ca?*]; waves in FS cells in response to
electrical stimulation. (a) Superimposed differential interference contrast
microscopy image of the slice surface with g-Ala-Lys-N*-AMCA fluorescence
(pseudocolored in blue) of FS cells (scale bar, 10 um). (b) A confocal image
showing 10 FS cells loaded with a fluorescent Ca?* dye (scale bar, 10 um). The
color circles highlight the area of each cell used to monitor changes in
fluorescence reflecting [Ca2*]; levels. The stimulating micropipette was touch-
ing the cell circled in green. (c) Changes in fluorescence, normalized to
baseline fluorescence (F/Fmin), for the 10 regions in b. The spread of a [Ca2*];
wave was initiated by a brief electrical stimulation. Onset of the stimulation
is indicated by an arrow.

plane) were 124 * 13 um/s (n = 207 cells, 23 fields). The [Ca?*];
rises observed in FS cells distant from the site of stimulation
resulted from propagated [Ca?*]; waves. It is highly unlikely that
these [Ca™]; rises were the result of direct electrical excitation
as they did not occur simultaneously, but only when a stimulation
was applied through a pipette in contact with an FS cell, and they
did not spread uniformly in all directions. Finally, it should be
noted that the FS cell network could also work as an autonomous
system because [Ca?"]; waves propagating spontaneously be-
tween FS cells at a single plane of focus were occasionally
observed during long-lasting optical recordings and in the ab-
sence of any stimulation electrode (data not shown).

FS Cell Membrane Excitability Is Responsible for Initiating [CaZ*];
Waves. Establishing [Ca?"]; transients in FS cells mostly depends
on membrane excitability because tetrodotoxin (TTX, 0.5 uM),
a specific Na™ channel antagonist, reversibly blocked the [Ca?*];
transients in FS cells that propagated [Ca?"]; waves (Fig. 2a, 8 of
10 cell fields). Also, Cd?>*, a blocker of voltage-gated Ca?*
channel currents, completely suppressed both the initial [Ca®*];
rise and propagated waves (7 of 7 cell fields, data not shown).
This result was astonishing because FS cells were previously
considered to be silent cells (25). We therefore examined the
electrical membrane properties of FS cells with the whole-cell
patch-clamp technique. FS cells showed a resting potential of
=61 =5 mV (n = 115) and displayed a remarkably wide range
of input resistance (35 M(Q to 4.2 GQ), which occasionally varied
during the time period of recordings. When FS cells had a
relatively high input resistance (=1 G(2), action potentials could
be triggered upon step depolarization in 37 of 70 of these cells
(Fig. 2 b-d). In the remainder cells recorded under current-
clamp conditions, the spatiotemporal current flow along the
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Fig. 2. Generation of [Ca*]; transients depends on membrane excitability.
(a) Stimulated [Ca2*]; transients in two adjoining FS cells (red trace: triggered
cell) in normal Ringer’ssaline (Top) and in the presence of 0.5 uM TTX (Middle)
are shown. (Bottom) The TTX-mediated alteration of [Ca2*]; transients recov-
ered after a 12-min wash. (b) Step current injection triggered an all-or-none
action potential (black trace), which was suppressed in the presence of 0.5 uM
TTX (red trace). (c) Current-clamp recording of a single action potential
triggered upon current step (Lower) that caused a transient rise in [Ca2*];
(Upper). (d) Similar combined electrical and optical recordings in a TTX-
treated cell. (Inset) The TTX-resistant spike on expanded time scale.

processes might not have been strong enough to generate ectopic
action potentials (23), as most FS cells emit prolonged cell
processes with distal “end-feet” (16). TTX consistently sup-
pressed the fast component of action potentials (Fig. 2b).
Smaller spikes, however, were observed in some TTX-treated
cells (Fig. 2d). Both types of action potential were able to induce
a transient [Ca®*]; rise when patch-clamp recordings were
simultaneously combined with [Ca?*]; imaging (Fig. 2 ¢ and d, 10
of 15 cells).

As the initiation of [Ca?*]; waves most probably depended on
action potential firing, we characterized the voltage-gated con-
ductances expressed in FS cells. When K* currents were blocked
by Cs™* dialysis through the patch-clamp pipette, a fast-activating,
fast-inactivating TTX-sensitive inward Na® current was mea-
sured in 27 of 43 cells (Fig. 3a). In 51 of 84 cells recorded in the
presence of both TTX and Ba?" ions, step depolarization
triggered voltage-gated inward currents flowing through Ca?*
channels that were abolished by Cd>* ions (Fig. 3b). It should be
noted that the activation threshold of Ca?" currents corre-
sponded to the threshold of TTX-resistant spikes (Fig. 2d).
Besides the voltage-dependent switch-off of both Na™ and Ca?*
currents, spike repolarization probably involved K* currents in
FS cells because Ba?* ions, a strong K* channel blocker,
markedly prolonged action potential duration (100 = 4 ms
calculated at 50% of spike repolarization, 4 of 9 cells, data not
shown). In over 57 cells recorded in the presence of Ringer’s
saline, step depolarization could trigger at least two distinguish-
able outward currents, which both were most likely carried by K*
ions (mean reversal potential: —74 = 3 mV); 86% of cells showed
a delayed outward K* current (mean activation threshold:
—25 = 0.3 mV) (Fig. 3c¢), which was suppressed by 15 mM
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Fig. 3. Voltage-gated currents in FS cells. Voltage-clamp recordings were
carried out in FS cells (holding potential = —80 mV). (a Upper) Inward current
triggered upon step depolarization. TTX (0.5 uM) blocked the inward current.
(Lower) Relative current-voltage relationship of the peak inward current
(mean = SEM). (b Upper) Inward current carried by Ba2* ions (in the presence
of TTX) and triggered upon depolarization to —20 mV. Cd?* ions (500 M)
suppressed the Ba2* current. (Lower) Relative current-voltage relationship of
peak BaZ* current. (c) Outward currents triggered upon a series of voltage
steps (—80 to +80 mV, 20-mV increment). (d) Similar recordings in another cell
treated with 15 mM TEA.

tetraecthylammonium ions (TEA, n = 12). In 70% of recorded
cells, a transient outward K" current with a low threshold for
voltage activation (—42 £ 0.3 mV) was observed. This transient
current persisted in the presence of TEA (Fig. 3d), whereas it was
reduced by more than 50% by 5 mM 4-aminopyridine (n = 6,
data not shown).

[Ca2*]; Wave Propagation Depends on Gap Junction Signaling. We
then explored the mechanism that underlies [Ca"]; wave prop-
agation. Two sources of cell-to-cell communication not mutually
exclusive could be involved. Gap junctions were observed along
FS cell membranes (27, 28). FS cells are also known to release
various products that may act on neighboring FS cells (14, 29).

We first examined whether the spreading of [Ca?*]; waves
required gap junction signaling. Carbenoxolone, a glycyrrhetinic
acid analog, reversibly reduced by 70.5 £ 10% the number of FS
cells propagating [Ca>"]; waves (n = 10 fields; P < 0.001, paired
Student’s two-tailed ¢ test) (Fig. 4a). The action of carbenox-
olone was most likely the result of its efficiency at blocking gap
junctional communication (30) because (i) it did not alter the
initial [Ca?"]; rise in the stimulated FS cell (Fig. 4a Middle), (ii)
it markedly decreased the cell-to-cell diffusion of small molec-
ular weight dyes (Neurobiotin tracer, 13 fields; p-Ala-Lys-N¢-
AMCA, see below), (iii) it caused an increase in input resistance
in FS cells probably reflecting a reduction of electrotonic
coupling (841 = 152 MQ vs. 1,589 = 250 MQ in control and
carbenoxolone-treated FS cells, respectively; n = 41 and 22, P <
0.05), and (iv) it also significantly diminished the propagation of
intercellular [Ca?"]; waves initiated by dialysis against inositol
1,4,5-trisphosphate (IP3) (40 uM IP3 in the intrapipette solution)
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Fig. 4. Propagation of [Ca?*]; waves between FS cells depends on gap
junctional signaling. (a) Electrically stimulated [Ca2*]; waves between FS cells
(red trace: triggered cell) in normal Ringer’s saline (Top) and in the presence
of 100 uM carbenoxolone (Middle) are shown. Carbenoxolone reduced the
number of FS cells propagating the [Ca2*]; wave in a reversible manner
(Bottom). (b Top) Field of FS cells loaded with the Ca?*-sensitive dye (cell
circled in red: stimulated cell). (Middle) Lucifer yellow-filled cells after the
patch-clamp recording of the stimulated cell (scale bar, 5 um). (Bottom) [Ca2™];
wave triggered in response to voltage stimulation in the FS cells that subse-
quently showed Lucifer yellow diffusion. (c) Pyridoxal phosphate-6-
azophenyl-2',4'-disulfonic acid + suramin (100 uM each), antagonists of
purinergic receptors, failed to suppress a propagated [CaZ*]; wave in response
to voltage stimulation.

without suppressing the initial IP; calcium-mobilizing response
(n = 6 and 11 fields in control and carbenoxolone-treated cells,
respectively; P < 0.001, x? test). Interestingly, IPs-triggered
[Ca?*]; waves were much slower to propagate (15 =5 pm/s,n =
16 cells) than electrically induced [Ca?*]; waves (P < 0.05,
Mann-Whitney U test). Finally, cell-to-cell transfer of Lucifer
yellow that diffuses through most gap junctions revealed that the
FS cells undergoing [Ca?"]; waves were dye-coupled (Fig. 4b,n =
7 fields).

We then investigated the possible involvement of an extracel-
lular route in the [Ca*]; wave propagation. Purine nucleotides
have been identified as an extracellular messenger in various
cells including FS cells (31), and there is evidence that they may
act in concert with gap junction signaling for wave propagation
in cell preparations (17-20, 22). Bath application of both pyri-
doxal phosphate-6-azophenyl-2’,4’-disulfonic acid (PPADS) and
suramin (100 uM each), antagonists known to depress purinergic
receptor transmission in glial cell networks (18), failed to
suppress propagated [Ca®"]; waves (Fig. 4¢) (n = 9 fields),
whereas they abolished [Ca?"]; responses to ATP (10 uM, 10-s
application, n = 23 cells, data not shown).

FS Cell Network: A Functional Large-Scale Communication System. In
the view that we imaged propagated [Ca?*]; waves with a
restricted spatial resolution (square fluorescent confocal images
= 5,600 um?), it was important to know whether the FS cell
network could transfer information over long distances within
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Fig.5. Long-distance propagation of electrical and Ca2* signals along the FS
cell circuit. (a) Bright-field image of a coronal pituitary slice. The irregular
transverse lines were the nylon threads used to keep the slice in place. The two
red dots help identify the position of the two stimulation pipette tips touching
the slice surface. (Scale bar, 500 um.) (b) [Ca2*]; changes were recorded (5
frames per s) in five FS cells that were located in the region delimited by the
white circle (620 um from the pair of stimulation pipettes) in a. Electrical
stimulation (700 uA, 75 ms) induced the occurrence of coincident [CaZ*]; rises
in these cells. (c) In another slice, electrical and [Ca2*]; recordings were
simultaneously combined in an FS cell, 520 um away from the point of
stimulation. [CaZ*]; rise did not occur, neither did depolarization between the
electrical stimulation and the beginning of the plots (39-s time span). Tran-
sient depolarizing events then coincided with the propagated [Ca2*]; rises.

the parenchyma. [Ca?"]; imaging of FS cells combined with
distant electrical field stimulation (Fig. 5a) revealed prominent,
coordinated transient [Ca?*]; rises that occurred far away (0.5-1
mm) from the stimulation site (Fig. 5b, 6 slices). [Ca?*]; waves,
which were first recruited upon electrical stimulation and then
propagated along the FS cell network, were very likely to be at
the origin of the distant [Ca?*]; rises, as these only occurred when
stimulation intensity exceeded a threshold level (700 pA to 5
mA). Also, propagated [Ca®"]; waves were closely correlated
with changes in membrane potential. [Ca?*]; recordings com-
bined with patch-clamp monitoring of FS cells several hundred
microns distant from the site of stimulation showed the occur-
rence of transient depolarization that coincided with each prop-
agated [Ca®*); rise (Fig. 5¢, n = 5 cells). Similar depolarizing
events were detected upon propagated [Ca®™]; rises in FS cells
that were near single electrically stimulated FS cells (n = 4, data
not shown). Propagated [Ca®"]; rises were always associated with
transient depolarization exceeding a threshold level of about
—50 mV (Fig. 5c), notwithstanding the distance between the
patched cells and the site of stimulation (range 17-520 um, n =
9). Inversely, such a depolarization was never observed in FS
cells that failed to display propagated [Ca?*]; rises (n = 6, data
not shown).

A final set of results provided evidence that the FS cell
network forms an extended three-dimensional mode of commu-
nication. Consistent with this assumption, we found that [Ca?*];
waves were electrically triggered in FS cells from coronal as well
as sagittal slices. Also, the apparent low velocity of [Ca?*]; waves
(17.7 = 0.8 um/s, n = 45 cells, 6 fields) calculated from the
distance between the pair of electrode tips and recorded FS cells
(Fig. 5) suggested a complex arborization of the gap junction-
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Fig. 6. Three-dimensional, large-scale communication through the FS cell

network. (a) Three-dimensional reconstruction (20-um depth) of Neurobiotin-
filled FS cells (labeled in green) together with the immunolabeling of laminin,
a component of basal laminae surrounding the cell cords (labeled in red). The
arrow indicates the approximate location of the cell initially recorded during
90 min with a Neurobiotin-containing patch-clamp pipette (scale bar, 50 um).
(b) FS cell network visualized with the Vaseline-gap technique. (Left) Coronal
slice straddling between two compartments of a chamber. Fluorescent lectin
stainings localized the Vaseline bridge covering the slice at the compartment
interface (scale bar, 500 um). TRITC, tetramethylrhodamine isothiocyanate.
Colored dashed lines delineate the approximate location of the Vaseline
bridge, whereas the white one shows the slice periphery. (Center) Bath
application of B-Ala-Lys-Ne-AMCA in the top compartment allowed the stain-
ing of FS cells across the whole slice. (Right) When carbenoxolone (100 wM)
was present in both compartments, g-Ala-Lys-N*-AMCA-stained FS cells were
seen only in the top compartment and, marginally, within the Vaseline gap.

coupled FS cell network within the labyrinthine cell cords. Two
results strengthened this proposal. First, single-cell dialysis of the
Neurobiotin tracer traced a meshwork of connected FS cells over
territories, which crossed cell cord boundaries (Fig. 6a, n = 16
fields). Second, multiple site introduction of low-molecular
weight fluorescent dyes into FS cells provided further evidence
for multidirectional, long-distance (millimeter range) transfer of
information throughout the parenchyma (Fig. 6b). Bath appli-
cation of B-Ala-Lys-N*-AMCA on one side of the coronal slices
(insulated from the other side with a Vaseline bridge) allowed
many FS cells to take up the fluorescent dipeptide. B-Ala-Lys-
N©-AMCA diffused across the Vaseline bridge up to the opposite
side of the slices (n = 9). Carbenoxolone (100 uM) blocked the
spreading of B-Ala-Lys-N*-AMCA (n = 5), which, given its low
molecular weight (432.5) (24), probably diffused between FS
cells coupled by gap junctions.

Discussion

In this study, we provide strong evidence that the anterior
pituitary possesses an intrinsic system of communication that
allows long-distance transfer of information within its paren-
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chyma. The hitherto enigmatic agranular FS cells form the
framework of this communication system. These FS cells express
an extended repertoire of signaling mechanisms to generate and
transmit messages (regenerative [Ca*]; waves, cell-to-cell dif-
fusion of molecules) along their cell network wiring up the gland.

This work reveals that the FS cells can now be given the label
“excitable cell,” nearly half a century after they were discovered
(15). Only one study so far has shown in cultured FS cells
(TtT/GF cell line) the presence of a delayed rectifier K* current,
which was detectable when the cloned FS cells were in contact
(25). We demonstrate here that, in situ, FS cells had a set of
voltage-gated conductances sufficient to generate action poten-
tials and ensuing transient [Ca?"]; rises. To do so, FS cells
displayed TTX-sensitive Na* currents and Cd?"-sensitive Ca?*
currents, which both could provide a depolarization at the foot
of action potential that increases the probability of spike firing.
Whereas a built-in inactivation process led Na* channels to close
quickly, the fast-activating, slow-inactivating Ca®>* channels ap-
parently remained open long enough during single action po-
tentials to cause a significant [Ca®"]; increase. Also, two K*
currents, which shared common properties with the 4-amino-
pyridine-sensitive /o and TEA-sensitive delayed rectifier K*
currents (32), respectively, helped shape the repolarizing process
of action potentials.

Excitability, which may at first appear as an atypical behavior
for such agranular cells, is most likely one of the means to trigger
long-range [Ca?*]; signaling, a hitherto unknown mode of com-
munication at the anterior pituitary level. Brief electrical stim-
ulation of one or a few FS cells promoted [Ca?*]; waves between
FS cells over long distances across the parenchyma. Because of
their sensitivity to both TTX and Cd?* ions, we propose that the
electrical activity induced in stimulated FS cells initiated the
propagation of intercellular [Ca?*]; waves along the FS cell
network.

A closely related question is how [Ca?™]; rises traveled from
one FS cell to the next. Our results strongly suggest that, in situ,
many FS cells were extensively coupled through gap junctions
and that these gap junctions were responsible for the propaga-
tion of [Ca?*]; rises between the coupled cells. The involvement
of gap junctions in this phenomenon was fourfold. First, the gap
junction blocker carbenoxolone reversibly reduced the number
of FS cells propagating [Ca?"]; waves that were initiated by either
focal electrical stimulation or IP5 dialysis; second, intracellular
injections of Lucifer yellow traced the FS cells that propagated
[Ca%*]; waves; third, intercellular diffusion of small tracers
(Neurobiotin and p-Ala-Lys-N*-AMCA) resulted in the labeling
of three-dimensional ensembles of FS cells that were also
blocked by carbenoxolone; and fourth, it was highly unlikely that
activation of membrane receptors, such as purinergic receptors
after ATP release, be involved in [Ca®"]; waves triggered after
voltage stimulation.

The nature of signals flowing between gap junction-coupled
FS cells that propagated electrically induced [Ca®*]; waves was
then addressed. Both the velocity (124 wm/s) and extent (mil-
limeter range) of [Ca?"]; waves suggested that the latter spread
along the three-dimensional FS cell network in a regenerative
manner. Two types of regenerative signals seemed feasible: a
cell-to-cell transfer of second messengers (22) or an electrical
event (33, 34). The first possibility appeared barely compatible
with our results. In FS cells, average speeds of intercellular
[Ca?"]; waves driven by single-cell 1P; dialysis were slow (15
mm/s), as has been observed for second messenger waves
involving Ca?* release from internal stores in a chain reaction,
owing to the regenerative nature of the release process (19-22).
Thus, second messenger waves could propagate between FS
cells, but they were probably not representative of propagation
mechanisms in most FS cells when an electrical stimulation was
locally applied. In favor of the second possibility was the
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detection of membrane depolarization coincident with propa-
gated [Ca"]; rises. Such a transient depolarization probably
participated in the occurrence of propagated [Ca?*]; rises as it
overlapped with the activation threshold of both Na* and Ca?*
channel currents. However, we did not observe large spikes that
coincided with the spreading of [Ca?*]; waves, possibly because
of the poor space-clamp control in the highly coupled ES cells
that propagated large-scale [Ca®"]; waves. Consistent with this
assumption, it was possible to trigger action potentials in FS cell
somas, but only when the cells displayed a high input resistance.
Also, the electrical signal might be filtered when passing through
gap junctions, as observed between gap junction-coupled neu-
rons (33, 34). Hence, techniques that permit subcellular moni-
toring of membrane potential (e.g., potential-sensitive dyes) (35)
need to be developed for pituitary slices to better address this
issue that should include the detection of signals within the long
and slender processes of FS cells (16), which are rich in gap
junctions (27).

What might be the function of such a network of cells wiring
up the anterior pituitary? It has been well documented that FS
cells are not just sustentacular elements but perform regulatory
functions that determine the responsiveness of hormone-
secreting cells (14, 29). With their long cytoplasmic processes
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between other cell types, they are in an ideal position to play a
role in intercellular communication mechanisms. Although FS
cells do not secrete hormones, they are known to release
biologically important factors and signaling molecules (e.g., IL-6,
nitric oxide, vascular endothelial growth factor, basic fibroblast
growth factor, follistatin) (14, 29, 36) and are responsive to
central and peripheral stimuli [e.g., pituitary adenylate cyclase-
activating peptide (PACAP), vasoactive intestinal peptide, es-
trogens] (37-39) including immune factors (tumor necrosis
factor «, transforming growth factor B3, IFN-vy) (40-42). More-
over and most remarkably, the FS cell network seems to provide
a unique system of large-scale communication that may rapidly
adjust cellular activities within the anterior pituitary. Hence,
distant endocrine cells might receive coordinated information
from both extrapituitary molecules (1-4) slowly carried by the
pituitary microvasculature (5) and intrapituitary signals mostly
emanating from the FS cell circuitry.

We thank A. Carrette and J.-M. Michel for technical assistance. This
work was supported by Institut National de la Santé et de la Recherche
Meédicale and grants from the European Union, Région Languedoc-
Roussillon, Association pour la Recherche sur le Cancer, and Fondation
pour la Recherche Médicale.

24. Otto, C., tom Dieck, S. & Bauer, K. (1996) Am. J. Physiol. 271, C210-C217.

25. Yamasaki, T., Fujita, H., Inoue, K., Fujita, T. & Yamashita, N. (1997)
Endocrinology 138, 4346-4350.

26. Pinault, D. (1995) Brain Res. Rev. 21, 42-92.

27. Soji, T. & Herbert, D. C. (1989) Anat. Rec. 224, 523-533.

28. Yamamoto, T., Hossain, M. Z., Hertzberg, E. L., Uemura, H., Murphy, L. J.
& Nagy, J. I. (1993) Histochemistry 100, 53-64.

29. Allaerts, W., Carmeliet, P. & Denef, C. (1990) Mol. Cell. Endocrinol. 71,73-81.

30. Alvarez-Maubecin, V., Garcia-Hernandez, F., Williams, J. T. & Van Bocks-
taele, E. J. (2000) J. Neurosci. 20, 4091-4098.

31. Chen, L., Maruyama, D., Sugiyama, M., Sakai, T., Mogi, C., Kato, M.,
Kurotani, R., Shirasawa, N., Takaki, A., Renner, U., et al. (2000) Endocrinology
141, 3603-3610.

32. Hille, B. (1992) Ionic Channels of Excitable Membranes (Sinauer, Sunderland,
MA).

33. Galarreta, M. & Hestrin, S. (1999) Nature (London) 402, 72-75.

34. Venance, L., Rozov, A., Blatow, M., Burnashev, N., Feldmeyer, D. & Monyer,
H. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 10260-10265. (First published August
15, 2000; 10.1073 /pnas.160037097)

35. Yuste, R., Lanni, F. & Konnerth, A. (2000) Imaging Neurons: A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Lab. Press, Plainview, NY).

36. Yu, W. H., Kimura, M., Walczewska, A., Porter, J. C. & McCann, S. M. (1998)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 7795-7798.

37. Yada, T., Vigh, S. & Arimura, A. (1993) Peptides 14, 235-239.

38. Tatsuno, I., Somogyvari-Vigh, A., Mizuno, K., Gottschall, P. E., Hidaka, H. &
Arimura, A. (1991) Endocrinology 129, 1797-1804.

39. Allen, D. L., Mitchner, N. A., Uveges, T. E., Nephew, K. P., Khan, S. &

Ben-Jonathan, N. (1997) Endocrinology 138, 2128-2135.

Kobayashi, H., Fukata, J., Murakami, N., Usui, T., Ebisui, O., Muro, S.,

Hanaoka, I., Inoue, K., Imura, H. & Nakao, K. (1997) Brain Res. 758, 45-50.

41. Hentges, S., Boyadjieva, N. & Sarkar, D. K. (2000) Endocrinology 141, 859-867.

42. Vankelecom, H., Matthys, P. & Denef, C. (1997) J. Histochem. Cytochem. 45,
847-857.

40.

(=}

Fauquier et al.



2. Activité spontanée au sein du réseau de cellules FS.

Les événements calciques et électrophysiologiques observés de maniere spontanée au
sein du réseau de cellules FS sont décrits dans ce chapitre. Une partie de ces résultats a été
mentionnée dans la publication précédente, mais n’'a pas été illustrée. lls feront partie d'un
article de revue sur invitation en cours d’écriture pour le jourrexids in Endocrinology and
Metabolism L’appareillage et les méthodes utilisées sont identiques a ceux qui sont décrits

dans le chapitre précédent.

Principaux résultats

Lors d’enregistrements de I'activité calcique des cellules FS, nous avons observé des
variations spontanées de[l@&"]; en absence de stimulation. Ces variations présentent des
organisations temporelles trés diverses. Une activité constituée de transitoires uniques a été
enregistrée dans 52 % des cellules (n= 565 cellules sur 1087, 30 tranches). Dans certaines de
ces cellules, les transitoires reviennent a une fréquence assez réguliére (figure 19a), avec une
période souvent supérieure a la minute. Dans 31 % des cellules (n=337), les variations de la
[C&"]; s’organisent en périodes d’activité entrecoupées de phase de silence (figure 19b).
Durant ces périodes, plusieurs transitoires calciques s’enchainent sanpQig, leetourne a
sa valeur de base. Seulement 17 % des cellules (n=185) ne présentent pas d’activité calcique
spontanée.

Le potentiel de membrane des cellules FS présente également des variations
spontanées, mais le peu d’enregistrements effectués en "courant imposé" sur de longues
durées ne permet pas de dégager un profil d’activité précis. Lors d’enregistrements combinés
du potentiel de membrane et des variations d€4], dans des cellules ayant une résistance
d’entrée supérieure a 1L nous avons observé des trains de potentiels d’action spontanés

accompagnés de transitoires calciques (figure 20). Les caractéristiques de ces transitoires
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Figure 19 : Activité calcique spontanée dans des cellules FS.

Ces traces sont représentatives des différents types d'activité calcique qui ont été
enregistrés dans les cellules FS. La décroissance de la fluorescence est diie a la photoly-
se de la sonde calcique. Cette décroissance n'a pu €tre corrigée mathématiquement que
de maniere partielle.

La cellule (a) présente une activité réguliere, avec des transitoires calciques de
courte durée. Les signaux calciques de la cellule (b) sont organisés en périodes d'activité

(bouffées) interrompues par des phases de silence.
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Figure 20 : Transitoires calciques diis a l'activité spontanée dans une cellule FS.
L'activité électrique est enregistrée grace a la technique du patch-clamp dans sa
configuration "cellule entiere". Les signaux calciques sont suivis en microscopie
confocale en temps réel.
La cellule FS enregistrée présente des variations spontanées et simultanées de la
[Ca2+]i et du potentiel de membrane. L'amplitude et la cinétique des transitoires calci-
ques dépend du nombre de potentiels d'action. Les épisodes d’activité électrique a haute

fréquence (barres noires) se caractérisent par les réponses calciques les plus amples.



(cinétique, amplitude) sont similaires a celles des transitoires obtenus apres déclenchement de
potentiels d’action par injection de courant dépolarisant dans les cellules FS (chapitre
précédent). La figure 20 illustre également comment les potentiels d’action peuvent coder en
amplitude les signaux calciques dans les cellules FS. Les signaux liés a l'activité électrique
ayant une phase de décroissance lente (voir figure 2 et 5, dans Fatcalie2001), des
potentiels d’'action déchargeant a haute fréquence (de 2 a 4 Hz dans la figure 20) provoquent
des augmentations d€a"*], plus amples que celles qui sont dues aux potentiels d’action
spontanés apparaissant a faible fréquence.

Des vagues calciques spontanées ont également été observées. Lors d’'un méme
enregistrement (figure 21), des augmentations coincidentes [@&fth peuvent avoir lieu
soit entre un nombre restreint de cellules FS (indiqgué par une pointe de fleche dans les
cellules 2, 6 et 7) soit dans la quasi-totalité des cellules FS du champ (indiqué par une fleche).
En outre, ces transitoires spontanés et synchrones peuvent avoir lieu dans des cellules
distantes de plusieurs dizaines de microns sans que les zones de contact intercellulaires soient

obligatoirement visibles dans le plan X, y d’observation de la fluorescence.

Discussion

Les cellules FS dans les tranches aigués d’hypophyse de rat possedent des activités
électriques et calciques autonomes. L’activité électrique de type potentiel d’action, spontanée
ou déclenchée, n'a jamais été observée sur les cellules TtT/GF (Yareasaki1997).
Contrairement aux cellules FS dans les tranches d’hypophyse, les cellules des lignées TtT/GF
(Nakajimaet al, 2001), Tpit/F1 (Cheet al, 2000), ainsi que les cellules FS en culture €Du
al., 2000 ; Uchiyamat al, 2001) ne présentent pas de variations spontanée$Ci‘la

Quels pourraient étre les mécanismes permettant de sous-tendre une telle activité
électrique et calcique spontanéesitu? Tout d’abord, il est envisageable qu’ils soient

intrinséques a chaque cellule FS dans son environnement natif. La morphologie spécifique de
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Figure 21 : Vague calcique spontanée au sein du réseau de cellules FS.

a) images moyennée de 8 cellules chargées avec la sonde calcique Oregon Green
BAPTA-1 AM

b) signaux calciques enregistrés en microscopie conventionelle.

Les couleurs encerclant les cellules correspondent aux couleurs des tracés.

Barre d'échelle : 10 um



ces cellules dans le tissu dépend tres certainement d’éléments extracellulaires (type protéine
d’adhésion) et intracellulaires (e. g. arrangement du cytosquelette). Concernant notamment
ces derniers, il y a de nombreux exemples dans la littérature de relation étroite entre degré
d’organisation du réseau intracellulaire d’actine F et activité de canaux ioniques (Rosenmund
and Westbrook, 1993 ; Levitaat al., 1995). Ensuite, ces mécanismes peuvent dépendre des
communications cellule-cellule tel que cela a été observé dans d’autres modeles cellulaires
(Talaveraet al, 1995 ; Rasbandt al, 1999). Dans ce contexte, il a déja été montré que
I'expression de canaux potassiques dans la lignée TtT/GF était régulée par des contacts
cellulaires (Yamasalét al, 1997).

Un autre aspect indéniable des cellules FS est leur capacité d’avoir un flux de
métabolites entre elles, et leur réseau couplé par des jonctions gap. Des canaux ioniques
comme certains canaux calciques ont leurs activités tributaires de niveaux de
phosphorylation/déphosphorylation (Catterall, 2000), ces dernieres pourraient ainsi dépendre
de I'ajustement de la balance énergétigade réseau cellulaire couplé.

Une autre possibilité serait que I'activité de cellules endocrines serait le moteur de
l'activité des cellules FS. Cette influence pourrait se faire par couplage dieectes
jonctions gap, hypothése peu probable car nous n’avons jamais observé de signaux calciques
synchrones entre cellules FS et cellules endocrines, ni de diffusion de traceurs de faible poids
moléculaire. L’influence paracrine des cellules endocrines est toutefois envisageable. Deux
arguments sont en faveur d’une telle relation cellule endoCrirezllule FS. Tout d’abord,
des cellules endocrines, comme des cellules GH stimulées par un sécrétagogue, présentent en
microscopie électronique des images d’exocytose de grains de sécrétion en vis-a-vis avec des
prolongements de cellules FS (Shimada and Tosaka-Shimada,1989). Outre I'hormone
d’intérét, les cellules endocrines hypophysaires libérent, par exemple, de 'ATPdCilen
1995 ; Nunezt al, 1997) qui pourrait agir soit directemena des récepteurs P2 (Cheh

al., 2000 ; Uchiyamat al,, 2001), soit indirectementa un métabolite comme I'adénosine se
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fixant sur des récepteurs, &t A, (Ritchie et al, 1997 ; Yuet al, 1997) a la surface des
cellules FS. Ces mécanismes potentiels d’interaction cellule endatroedlule FS pouvant

étre différentiellement sollicités selon le degré de stimulation/inhibition des cellules
endocrines par des facteurs extra-hypophysaires (type facteurs hypophysiotropes d’origine
hypothalamique), ils mériteront d’étre envisagés lors d’études ultérieures. En effet, si I'on
tient également compte de toute la palette de communication possible cellulecElule
endocrine, des zones de contact entre ces deux types cellulaires pourraient étre des lieux
privilégiés de communication bidirectionnelle. Une connaissance plus approfondie de ces
zones serait nécessaire afin d’évaluer si ces derniéres présentent des analogies avec d’autres
zones spécialisées de communication intercellulaire, de type synapse ou noeud de Ranvier qui
inclurait, par exemple, I'expression de canaux ioniques spécifiques ou l'agrégation de
récepteurs (Rasband and Trimmer, 2001 ; Sheng, 2001).

Enfin, cette étude de I'activité spontanée des cellules FS a montré la grande diversité
des possibilités de communication intercellulaire au travers du réseau de cellules FS. La
simple visualisation du décours temporel de la cellule numérotée « 7 » dans la figure 21
montre trois états de couplage dans le laps d’'une minute d’enregistrement. Cette cellule
présente tout d’abord une activité spontanée a priori sans coincidence avec les autres cellules
FS du champ optique bidimensionnel. Ensuite, cette cellule montre une coincidence
« restreinte » avec les cellules 2 et 6 (pointes de fleche). Enfin la cellule 7 semble propager
une vague calcique commune aux cellules FS du champ (fleche). La cellule 4 présente quant a
elle une activité spontanée soutenue dont le décours n’est apparemment modifié que lors de la
propagation de la vague calcique spontanée « globale ». Cette derniére est tres certainement
associée au recrutement de réponses calciqgues dans des cellules FS non visibles dans ce
champ et pouvant étre situées soit sur le méme plan focal soit dans des zones profondes de la
tranche. Plusieurs commentaires ressortent de ce type d’observation. Tout d’abord, il est fort

possible qu’un ou plusieurs foyers de dépolarisation du réseau tri-dimensionnel de cellules FS
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soient la source de vagues calciques se propageant « spontanément » (i.e. sans influence
extra-hypophysaire) dans la glande. En effet, la vague calcique spontanée « globale » montrée
dans la figure 21 n’est pas sans rappeler les vagues calciques se propageant a longue distance
en réponse a une stimulation électrique (voir figure 5, Fauquedr, 2001). Toutefois, quel

est le phénomene électrique capable de déclencher une vague intercellulaire ? En effet, les
transitoires calciques spontanés (attribués a l'activité électrique) sont loin d’étre toujours
associés a la propagation d’'une vague calcique. Les signaux calciques se propageant a de
nombreuses cellules sont le plus souvent de plus forte amplitude que celle des signaux
calciques restreints a une ou quelques cellules. Un phénoméne électrique, type bouffée de
potentiels d’action a haute fréquence capable d’induire des signaux calciques amples (figure
20) serait un signal approprié pour promouvoir la propagation de vagues calciques a large
échelle. Des résultats préliminaires obtenus par Sébastien Blaise (étudiant DEA 2000-2001)
sur des tranches d’hypophyse de souris sont en faveur d’un tel mécanisme. En effet, dans les
cellules FS de souris, un protocole de stimulation électrique extracellulaire sous forme de
trains d’impulsion de faible amplitude, mais a haute fréquence, est le plus adéquat pour
déclencher des vagues calciques intercellulaires. Des exemples de « priming » de vagues
calciques lors de dépolarisation membranaire ont également été observés dans d’autres
systémes cellulaires (Enkvist and McCarthy, 1994). Si un tel phénoméne existe spontanément
dans des cellules FS d’hypophyse de rat, il est fort possible que ces derniéres pourraient
constituer des foyers de cellules « chef d’orchestre » (unicellulaire/multicellulaire ?), comme

le sont, par exemple, les « chattering cells » dans le cortex visuel (Gray and McCormick,
1996). Enfin, nous n’excluons pas que certains signaux calciques se propageant ou non a
d’autres cellules FS soient dus a des libérations des réserves de calcium intracellulaires (voir
les expériences de dialyse d/l@ans la premiére publication). Les vitesses de diffusion que
nous avons mesuré (1Bn/s) sont comparables a celles des vagues calciques observées dans

d’autres modéles intégrés comme la rétine (Newman and Zahs, 1997), ou le foie intact
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(Robbgaspers and Thomas, 1995), mais reste tres inférieure a celle de vagues calciques
induites électriguement dans les tranches d’hypophyse, de cerveau (Galarreta and Hestrin,
1999 ; Venancet al, 2000) ou de glande surrénale (Marinal, 2001). Des expériences
basées sur I'emploi d'outils pharmacologiques (thapsigargine...) seront nécessaires pour
clarifier ce point.

L'ensemble de ces données montre que les cellules FS forment un réseau de
communication modulaire. Il est fort envisageable qu’en fonction du type de stimulus
(d’origine extra- et/ou intra-hypophysaire) et des lieux de stimulation dans le réseau, des
réponses (calciques ou autres) se propagent a tout le réseau alors que d'autres seront
localisées a des régions restreintes de ce dernier. |l sera, dans ce cas, nécessaire de
comprendre comment les acteurs de communication intercellulaire (e. g. les connexines
formant les jonctions gap entre les cellules FS) ont leurs activités modulées en fonction de
chaque patron de stimulation du réseau. A cela s’ajoute la question du lien potentiel entre le
degré de couplage du réseau de cellules FS et linfluence de ce dernier sur les
communications cellule FS-cellule endocrine. Un premier élément de réponse a cette question
est apporté dans le chapitre suivant qui porte sur la production d’'IL-6 par le réseau de cellules

FS.
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3. Libération d’interleukine-6 dans des tranches d’hypophyse : effets du PACAP et role

des jonctions gap.

But de 'étude

Nous avons orienté notre étude sur la modulation de la libération d’IL-6 par le
PACAP. Les récepteurs du PACAP sont exprimés par tous les types cellulaires
hypophysaires, mais leur présence dans plus de 90 % des cellules FS fait de ces derniéres la
cible préférentielle de ce neuropeptide dans I'hypophyse (€igal, 1993). Le PACAP
stimule la prolifération des cellules TtT/GF, et cet effet nécéssiterait la libération et I'action
auto/paracrine de I'lL-6 (voir chapitre VI, 3.2b). L’IL-6 pourrait également étre impliquée
dans les effets du PACAP sur les sécrétions endocrines hypophysaires. Une action indirecte
du PACAPvia la libération d’IL-6 par les cellules FS serait une explication possible aux
effets contradictoires du PACAP sur la sécrétion de PRL et de GH. Dans des cultures de
cellules hypophysaires de rat, le PACAP inhibe la sécrétion de PRL et n’a pas d’effet sur la
sécréetion de GH. En revanche, il stimule la sécrétion de ces deux horimamnas méme
chez des rats ayant subi une Iésion de I'hypothalamus (Jaal, €t992). Un scénario
possible serait que le PACAP agisse sur la libération hypophysaire d’'un facteur pouvant
stimuler de maniére paracrine les sécrétions hypophysaires. Ce facteur pourrait étre I'lL-6,
cytokine connue pour augmenter fortement la sécrétion de GH et de PRL (Speingielo
1989).

Nous avons donc réalisé une étude préliminaire de la libération basale d’IL-6 dans des
tranches d’hypophyse, ainsi que de l'effet du PACAP sur cette libération. Nous avons
également commencé a étudier la relation potentielle entre la communigatienéseau de

cellules FSn situet la production d’IL-6 par ces derniéres.
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Méthodes
Les dosages ont été effectués sur des tranches frontales d’hypophyses de rattes Wistar

agées de 10 a 12 semaines. Les protocoles d’incubation et de dosage sont décrits dans la

partie "Matériel et méthodes".

Principaux résultats

Les premiers résultats obtenus ont permis d’affiner les techniques de dosage et
d’analyse. La premiéere observation a été celle d’'une période nécessaire a la stabilisation de la
libération d’'IL-6 par les tranches. Apres la préparation des tranches, la libération augmente et
atteint un plateau au bout de quatre heures (figureT2)s les dosages qui suivent ont
débuté au moins quatre heures aprés préparation des trancheQuand le plateau est
atteint, la quantité moyenne d’IL-6 libérée par heure et pat dentissu est de 218+ 18 pg
(n=18 tranches).

La quantité d’IL-6 diminue avec l'ordre de préparation des tranches, c’est-a-dire a
mesure que I'on s’éloigne de la partie rostrale de la glande. Cette baisse est d’environ 20 %
pour la quatrieme tranche (par rapport a la premiére) et de 40 % pour la huitieme tranche. La
premiére valeur de la cinétique, toujours réalisée en dehors de toute stimulation, sert de valeur
de base. Les points suivants sont exprimés en pourcentage de cette valeur, afin de minimiser
les différences dles a la position de la tranche dans la glande et a la variabilité observée d’'un
animal a l'autre.

L’incubation des tranches en présence de 100 nM de PACAP pendant une heure
stimule la libération d’IL-6 (figure 23). L’effet n’est pas immédiat puisqu’il a lieu aprés la fin
de la stimulation, et persiste pendant au moins trois heures (n=3, 18 tranches). Les courbes
présentées dans cette figure sont issues d’'une seule expérience, mais sont représentatives de
'ensemble des résultats obtenus lors d’expériences similaires. Le but est d’attirer I'attention
sur le fait que, hormis pour I'effet de la stimulation par le PACAP, les profils de libération
dans les deux conditions présentent des fluctuations similaires de faible amplitude (figure 23).
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Figure 22 : Stabilisation de la libération d'IL-6.

Chaque tranche a été incubée dans 100 p de solution de Ringer. Le milieu a été
prélevé toutes les deux heures et remplacé par du milieu frais. La quantité d'TL-6 a été
mesurée par dosage ELISA. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de la quantité
d'IL-6 libérée a la deuxieme heure (®) ou a la quatrieme heure (M). La libération d'IL-6
atteint un plateau quatre heures apres la préparation des tranches et reste relativement

stable pendant les quatre heures suivantes.
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Figure 23 : Effet du PACAP sur la libération d'IL-6 dans des tranches d'hypophyse.
La libération d'IL-6 varie peu en absence de stimulation (1 ). L'application de 100 nM
de PACAP pendant une heure (barre noire) stimule la libération d'IL-6 (®). Chaque

courbe représente la moyenne de trois tranches.



Afin de déterminer si le couplage intercellulaire est impliqué dans la production d’IL-

6, nous avons testé les effets de la carbénoxolone. Ce bloqueur n’affecte pas la libération
basale d’IL-6 (n=3) (figure 24). En revanche, le blocage des jonctions gap ralentit la cinétique
d’'induction de la production d’IL-6, mais potentialise a plus long terme I'effet du PACAP
(n=3). En absence de carbénoxolone, la quantité d’IL-6 libérée par heure se stabilise une
heure aprés la stimulation, alors que ce plateau n’est atteint qu’entre deux et trois heures plus
tard en présence de carbénoxolone. Quand le plateau est atteint, la quantité d’'IL-6 libérée
chaque heure est supérieure en présence de carbénoxolone.

Une autre approche visant a déterminer I'importance du couplage jonctionnel dans ces
phénomeénes a été utilisée grace a la technique du "Vaseline-gap". Cette expérience n'a été
effectuée que deux fois, mais les résultats obtenus sont semblables dans les deux expériences.
Les deux parties d’'une tranche ont été isolées par un pont de vaseline et un c6té seulement
a été stimulé avec 100 nM de PACAP. La stimulation par le PACAP inhibe de 20 % la
production d’lIL-6 pendant I'application, et ceci des deux cotés (figure 25). Au cours des
heures suivantes, on retrouve une activation de la production d’IL-6 d’assez faible intensité du
c6té stimulé, alors que cette production ne cesse de décroitre du coté opposé. La
communication entre les deux parties situées de part et d’autre du pont implique la
participation des jonctions gap. En effet, en présence de carbénoxolone, I'application de
PACAP augmente la libération d’IL-6 du co6té stimulé et a méme un effet lIégerement

stimulateur (20 %) sur le coté opposé (figure 25).

Discussion

Ces travaux montrent que les tranches d’hypophyse de rat libérent de I'lL-6. Les
mécanismes de libération semblent complexe, a I'image de la multiplicité des voies de
régulation décrites dans la littérature (Renner et al., 1998). Ces résultats soulévent plusieurs

questions.
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Figure 24 : Effet du blocage des jonctions gap sur la libération d'IL-6.

En dehors de toute stimulation, la libération d'IL-6 est stable en absence (U ) ou en pré-
sence () de carbénoxolone. L'application de 100 mM de PACAP pendant une heure
(barre noire) stimule la libération d'TL-6 (®) qui se stabilise une heure apres 1'arrét de la

stimulation. En présence de carbénoxolone (M), le plateau est atteint entre trois et quatre
heures apres la fin de la stimulation, avec une quantité libérée supérieure a celle obtenue

en absence de carbénoxolone.

* P<005; **,P<001 ; *** P<0,005 comparé a (®).
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Figure 25 : Dosage d'IL-6 sur des tranches d'hypophyse en "Vaseline-gap".
Le PACAP (100 nM) est appliqué pendant une heure (barre noire) d'un seul coté de la

tranche (O). La libération est inhibée des deux c6tés pendant cette incubation. Pendant
les trois heures suivantes, la quantité d'IL-6 libérée augmente du coté stimulé, mais
diminue du c6té controle (H).

L'expérience est répétée en présence de carbénoxolone. La libération est plus forte du
coté stimulé (U ) par rapport a 1'expérience précédente. L'effet inhibiteur sur le coté
opposé (®) est bloqué par la carbénoxolone. On observe une légere augmentation de la
production d'TL-6.



La premiere concerne les différences dans les quantités d’IL-6 libérées par des
tranches issues d’une méme hypophyse. La diminution de cette libération a mesure que les
tranches sont issues des parties postérieures de la glande peut avoir deux explications. Les
hypophyses sont coupées de la partie antérieure vers la partie postérieure. Les tranches
successives ont séjourné de plus en plus longtemps dans un milieu a 4°C, et ont été soumises
plus de fois a la vibration de la lame du vibratome. Il en résulte une moins bonne viabilité
cellulaire que nous avons déja constaté. L’inversion du sens de coupe devrait nous apporter
des informations sur ce probleme. Une localisation préférentielle des cellules FS vers les
parties supérieures de la glande est également envisageable. 50 % de cellulefdens la
Tuberalissont des cellules FS, alors qu’il N’y en a qu’entre 5 et 10 % ddParsaDistalis
(Wittkowski et al., 1999). Il pourrait ainsi exister un gradient rostro-caudal de cellules FS, au
moins en ce qui concerne les phénomeénes de libération d’IL-6.

Les quantités basales d’IL-6 libérées sont stables pendant au moins huit heures, méme
si des fluctuations de faible amplitude ont été observées. Ces fluctuations sont paralleles dans
les tranches issues d’'un méme animal. L'origine de ces fluctuations est inconnue, mais
pourrait refléter des changements dans I'activité intrinseque du réseau, et une harmonisation
de la libération d’IL-6 dans I'ensemble de la glande.

L’application de PACAP a 100 nM pendant une heure stimule la libération d’'IL-6 une
heure aprés la fin de I'incubation. Le délai observé entre I'application du neuropeptide et son
effet sur la libération peut étre di au fait qu’il y a une syntéswvode la cytokine, et non
a une libération a partir de réserves préexistantes. Des résultats similaires ont déja été
observés apres application de LPS sur des cellules TtT/GF. Cette libération d’IL-6 est bloquée
par la cycloheximide, un inhibiteur de la traduction des ARNm (Loéreal, 2000). Des
données obtenues avec l'aide de Marie-Noélle Matthieu et en collaboration avec le groupe de
Werner Schlegel (Geneve) favorisent également I'hypothese selon laquelle le PACAP stimule

directement I'expression du gene de I'lL-6 dans les cellules FS. Des cellules FS purifiées sur
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gradient de Percoll ont été stimulées avec 100 nM de PACAP pendant des durées allant de 30
minutes a 4 heures. La quantité des ARNm de I'lL-6, mesurée grace a un appareil de PCR
guantitative Tagmdi) est supérieure dans les cellules stimulées par rapport aux cellules
contrble. L’augmentation des ARNm de I'lL-6 est détectable au bout de 30 minutes
d’'incubation en présence de PACAP et atteint un maximum apres une heure d’incubation.
Toutefois, méme si le PACAP a un effet direct sur des cellules FS en culture, on ne peut
exclure un effet indirectia les cellules endocrines, la majorité d’entre elles exprimant des
récepteurs du PACAP (Vigét al, 1993).

L'effet de la carbénoxolone montre que la communication intercellulaire par les
jonctions gap est impliquée dans la produciiorsitu d’'IL-6 stimulée par le PACAP. Les
informations qui transitent par ces canaux seraient de deux natures. D’une part, il existerait
une information stimulatrice qui favoriserait une induction rapide de la libération d’IL-6.
D’autre part, un message inhibiteur présenterait une phase d’activation plus lente que
'information stimulatrice et exercerait ensuite un effet stabilisant sur la production d’IL-6
pendant une période de plusieurs heures. Les expériences de "Vaseline-gap"”, bien que
préliminaires, semblent abonder dans ce sens et suggéerent I'implication des jonctions gap
dans le phénoméne inhibiteur. Le PACAP présent d'un codté de la tranche a un effet
légerement inhibiteur durant son application, mais I'effet stimulateur apparait pendant les
heures qui suivent. Du c6té non stimulé, on observe une inhibition croissante de la libération
d'IL-6. En bloquant les jonctions gap, on retrouve l'effet stimulateur du PACAP,
essentiellement du c6té ou il est appliqué.

Comment pourrait-on expliquer la propagation d’'un signal « inhibiteur » via les
jonctions gap ? Plusieurs types d’informations peuvent étre trameEniss jonctions. Il peut
s’agir de seconds messagers diffusibles, ou d'une vague calcique comme décrit dans les
chapitres précédents. Le PACAP stimule la production d’AMPc et la production d’IL-6 dans

les cellules TtT/GF (Matsumotet al, 1993a). Il déclenche des réponses calciques dans les
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cellules FS en culture (Yadet al, 1993) et induit également des oscillations calciques
régulieres des cellules FS dans des tranches d’hypophyse de souris (Kuretedm&000).

Or, ce type de signaux calciques est important dans l'activation spécifique de facteurs de
transcription (Dolmetsclet al, 1997) et dans la sélectivité de I'expression de certaines
cytokines (Dolmetsclet al, 1998 ; Fesket al, 2001). Le blocage des jonctions gap altére
I'expression de cytokines dans des cultures de lymphocytes (OviedetGita2001). Une
caractérisation pharmacologique des voies de transduction induites par le PACAP est
maintenant nécessaire pour comprendre comment s’harmonise la production de cette cytokine
au sein du réseau de cellules FS. Cette approche combinée avec la technique du "Vaseline-
gap" pourrait permettre la mise en évidence d'un réle des jonctions gap dans le controle
spatio-temporel de I'expression d’'un gene au sein d’un tissu.

Un aspect qui mériterait également d’étre abordé serait de comprendre comment
s’insérent ces productions d’IL-6, apparemment décalées dans le temps (une a plusieurs
heures) par rapport a l'arrivée du stimulus (PACAP dans notre cas), dans la régulation des
sécrétions hormonales par les sécrétagogues hypothalamiques. L’IL-6 ayant une action directe
sur la sécrétion de plusieurs hormones, il est envisageable qu’une pré-stimulation du réseau de
cellules FS puisse avoir des effets décalés dans le temps sur I'activation ou l'inhibition d’'un
type précis de cellules endocrines.

Enfin, ces données renforcent I'inmportance de lintégrité tissulaire pour pouvoir
aborder un phénomeéne biologique comme la relation entre la production de cytokines et les
fonctions hypophysaires. Le simple fait de stimuler la production d’IL-6 a partir de fragments
de tissu plus ou moins représentatifs de la glande fonctionnelle (tranche épaisse frontale,
demi-tranche exposée au stimulus, modification du couplage jonctionnel entre les cellules)
amenent a des résultats sensiblement, mais significativement différents. 1l en découlera tres
certainement une utilisation de plus en plus intensive de ces straiti@égds, et ce en

complément des approchas vitro sur des cellules hypophysaires isolées de leur contexte
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tissulaire, afin d’appréhender au mieux les phénomenes biologiques qui gouvernent le

fonctionnement de I'hypophyse antérieure.
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DISCUSSION GENERALE

L'ensemble de ce travail apporte des indices concernant le réle énigmatique des
cellules FS, en confirmant la réalité fonctionnelle du réseau qu’elles forment, en termes de
communications intercellulaires. L'utilisation de tranches d’hypophyse a permis de répondre
a cette question, souvent posée par de nombreux auteurs depuis la découverte de ces cellules.
Mais cette préparation semble soulever a nouveau des guestions qui ont souvent été éludées
par l'utilisation de préparations €loignées du contexte tissulaire.

L’hypophyse antérieure est un organe doté d’'une grande plasticité. Cette glande est en
perpétuelle prolifération (Leblond and Walker, 1956), avec un taux de renouvellement
pouvant atteindre 1,58 % par jour (Nolahal, 1998). Le contrbéle de la prolifération des
cellules lactotropes pendant la gestation et leur retour rapide par apoptose massive a leur
niveau de base aprés la lactation montre la présence d'une grande coordination des
évenements cellulaires a I'échelle du tissu. La régulation fine de lactivité des cellules
endocrines fait intervenir des éléments régulateurs provenant de [I'hypothalamus, de
I'hypophyse méme et des organes périphériques. Cependant, la structure du tissu semble aller
a l'encontre d'une distribution homogene de linformation a I'ensemble des cellules
endocrines. En effet, nous avons montré au cours de ce travail qu’'un dipeptide comme la
carnosine, dont le poids moléculaire est de 226 Da, ne diffuse que trés peu au sein des espaces
intercellulaires. Il est difficilement concevable que les facteurs hypophysiotropes, dont le plus
petit connu d’entre eux, la TRH, a un poids moléculaire de 363 Da, puissent diffuser sur de
longues distances au sein du tissu une fois sorti des vaisseaux sanguins. Un relais entre les
vaisseaux sanguins et les cellules endocrines éloignées est peut-étre présent.

Un autre exemple frappant de cette coordination est le fait que I'hypophyse
déconnectée de I'hypothalamus maintient une pulsatilité dans ses sécrétions hormonales

(Gambaciannet al, 1987), qui n’est plus le résultat de la périodicité de libération des facteurs
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hypothalamiques qui la contréleintvivo. Il existe une coordination dans I'espace et dans le
temps de l'activité sécrétrice d’'un type cellulaire. Or, la distribution des différents types
endocrines au sein du parenchyme hypophysaire est hétérogéne, et une série de contacts
continus entre cellules granulaires est rare, au sein de ce tissu partiellement cloisonné en
cordons (Vila-Porcile, 1972). Le couplage via les jonctions gap ne synchronise l'activité
calcique que dans des foyers restreints de cellules endocrines (Guétimad998). Une
communication rapide entre cellules endocrines sur une longue distance semble peu probable.

Il existe vraisemblablement au sein du lobe antérieur de I'hypophyse des mécanismes
de communication rapide permettant I'harmonisation spatio-temporelle de l'activité des
cellules endocrines d’un méme type. L'existence d’'un tel systtme de communication rapide
est d’autant plus nécessaire que cette glande est dépourvue d’innervation.

Les cellules folliculostellaires pourraient constituer un tel mécanisme d’harmonisation.
Comme nous l'avons démontré au cours de ce travail, elles forment un vaste réseau de
cellules excitables au sein du tissu. L'excitabilité membranaire des cellules FS, qui peut
paraitre comme exotique pour une cellule non sécrétrice, est un des moyens de déclenchement
de vagues calciques. Cette excitabilité procure également un processus régénératif, qui va
permettre la propagation rapide de ces vagues sur de longues distances.

Cette vague calcique peut-elle influencer I'activité des cellules endocrines, et par quels
mécanismes ? A ce stade de notre travail, nous ne disposons pas d’éléments de réponses
précis, mais nous pouvons formuler plusieurs hypothéses. Ces vagues pourraient stimuler
I'activité de la NnNOS (Nathan and Xie, 1994) ou la libératiofi-@épendante d’un messager
paracrine comme I'ATP. Le NO et 'ATP agiraient sur la majorité des cellules endocrines
hypophysaires.

Ces deux exemples évoquent un réle global des cellules FS. Mais pourrait-il y avoir
une modulation de Il'activité d’'un type cellulaire endocrine précis ? Si tel est le cas, soit

I'information (vague calcique, seconds messagers...) transite le long du réseau par différents
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chemins « privilégiés » qui vont aboutir & certaines cellules mais pas a d’autres, soit la
spécificité du message va se situer au niveau du signal de sortie. Ces deux idées ne doivent
pas étre mutuellement exclusives. Dans le cas d’une spécificité dans les chemins empruntés,
des différences dans l'expression de jonctions gap, ainsi qu'une modulation au cours du
temps, devraient exister d’'une cellule a l'autre. A ce titre, nous avons observé au cours
d’enregistrements électrophysiologiques des variations de résistance d’entrée de certaines
cellules, et donc sans doute du couplage jonctionnel. Les expériences de diffusion de
neurobiotine ou de LY ont également montré que le couplage ne concerne pas toutes les
cellules dans un champ. Nous n’avons jamais observé le couplage entre cellules FS et cellules
endocrines qui a été décrit dans des cultures de cellules hypophysaires (Maigri96).

Des changements dans I'expression des connexines entre les deux modeles peuvent étre la
cause de cette différence. La présence dans les tranches d’un facteur qui inhibe ce couplage de
maniere tonique est également envisageable. Le couplage jonctionnel est sGrement un systéme
modulable, dont I'état pourrait dépendre des facteurs environnants. Mais certainement
largument le plus fort en faveur d'une sélectivité de transfert d’information dans
I'arborescence du réseau de cellules FS provient de lidentification de vagues calciques
intercellulaires spontanées qui apparaissent d’'une maniere restreinte dans certaines cellules
FS (voir figure 21).

La présence dans certaines cellules de jonctions gap ayant des propriétés différentes de
celles qui sont présentes dans d'autres cellules, en termes de condufdhitesand
Bruzzone, 1996), de dépendance vis-a-vis du potentiel (Brink, 2000) et de filtrage en
fréequence du signal (Venance et al., 2000), est envisageable. Il s’agirait d'un moyen de
constituer des voies sélectives de propagation pour une fréquence et/ou une amplitude du
signal électrique, et donc de l'information qu’il contient en termes de signaux calciques. Ces
mécanismes pourraient également influencer la diffusion de seconds messagers. Ceci

expliquerait les différences dans le couplage et la dynamique des signaux calciques observées
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dans certaines cellules dans des fenétres de temps relativement courtes (moins d’une minute)
(voir la cellule 7, figure 21). Une expression ou une régulation différente des canaux ioniques
dans certaines cellules, qui favoriserait ou interromprait la propagation du signal, est
également envisageable. Dans tous les mécanismes qui viennent d’étre cités, I'influence des
interactions proches (contacts cellulaires, paracrinie) entre un type cellulaire endocrine et les
cellules FS sur I'expression différentielle de ces protéines prendrait tout son sens, puisqu’il y
aurait un « balisage » de la route.

Considérons maintenant la possibilité d’'une sélectivité dans le signal de sortie qui agit
sur les cellules endocrines. Les cellules FS possedent tout un « arsenal » pouvant réguler
I'activité (sécrétion, prolifération...) des cellules endocrimesitro, et ce en réponse a des
stimuli d’origine centrale, intra-hypophysaire ou périphéridlie de ces facteurs, libéré par
'ensemble du réseau, serait susceptible d’agir sur les cellules proches. Si I'on prend cette fois
I'exemple de la INOS, celle-ci est exprimée dans 15 a 20 % des cellules FS (Vanketiecom
al., 1997b). Il serait intéressant de savoir si cette sous-population de cellules FS présente une
localisation préférentielle a proximité d’'un type cellulaire précis.

Enfin, une double sélectivité dans le trajet suivi par I'information et la nature du signal
émis est possible. Par exemple, des oscillations calciques induites par le PACAP (Kunzelman
et al, 2000) pourraient se propager le long du réseau. Des propriétés locales du couplage
entre cellules FS ddes a I'environnement de celles-ci pourraient modifier la dynamique des
signaux calciques en amplitude et en fréquence dans différentes zones. Ces deux parametres
étant primordiaux pour la spécificité d’expression de certains génes (DolreetgH 997 ;
Dolmetschet al, 1998), les produits libérés dans ces différentes zones ne seraient pas les
mémes. On peut donc proposer que le PACAP stimule la production d’IL-6 dans des cellules
du réseau proches des cellules lactotropes (par exemple), et de VEGF dans des cellules FS

proches des vaisseaux.
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Un tel réseau de communication rapide a longue distance dans I'hypophyse antérieure
pourrait contribuer a en harmoniser le fonctionnement. En effet, I'activité globale de cette
glande n’est pas le reflet de I'activité unitaire décrite jusqu’'a présent dans des cellules
endocrines dispersées de maniére hétérogéne au sein du tissu (Bosinafpr2000). Une
synchronisation des phases d'activité entre des foyers de cellules distantes pourrait
s'effectuer, en empruntant cette « autoroute de I'information » que forme le réseau de cellules
folliculostellaires.

Enfin, nos expériences, encore relativement préliminaires, concernant le lien entre la
production d’IL-6 par les cellules FS et leurs activités en réseau devrait permettre de dégager
des mécanismes de régulation hypophysaire encore peu abordés jusqu’a maintenant. Il est en
effet fort possible, comme évoqué ci-dessus, que le couplage du réseau soit un facteur critique
du contréle d’expression du gene d’IL-6. Une des voies a suivre dans ce domaine sera tres
certainement de comprendre comment ce systeme de régulation génique (et de libération
attenante d’IL-6) intervient dans le contréle temporel des fonctions hypophysaires. Il est en
effet vraisemblable qu’un facteur, comme le PACAP, induise une réponse a court terme (dans
I'heure) sur des cellules endocrines, alors que son action indirecte, via la libération d’'IL-6 par
les cellules FS, ne serait pleinement effective que plusieurs heures aprés la stimulation par le
neuropeptide et ce, en fonction du degré de couplage du réseau de cellules FS. Le réseau
couplé serait plus rapide a répondre mais d’une maniére moins intense (voir figure 24). La
production d’IL-6 n’étant treés certainement pas le seul mécanisme lié au degré de couplage du
réseau de cellules FS, on peut alors imaginer de nombreuses régulations fines de I’hypophyse

qui seraient en permanence ajustées en fonction de la dynamique du réseau.
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PERSPECTIVES

Ce travail ouvre de nouvelles perspectives pour des études futures visant a déterminer
le rdle de cellules FS dans le fonctionnement de I'hypophyse. La préservation de l'intégrité
tissulaire sera un des éléments primordiaux, d’ou la nécessité d'utiliser des techniques peu
invasives, comme les enregistrements électrophysiologiques et I'imagerie calcique.

L'analyse des relations spatio-temporelles entre I'activité calcique des cellules FS et
celle des cellules endocrines sera nécessaire a la compréhension du réle du réseau de cellules
FS dans la I'harmonisation de I'activité de la glande. L'utilisation d’outils mathématiques
(cross-correlation, simulation Monte-Carlo) sera primordiale pour Il'analyse de ces
phénomeénes d'une grande complexité (Yuste al, 1995). L'utilisation de souris
transgéniques exprimant la GFP sous contréle du promoteur du gene d’'une hormone
hypophysaire (Magoulast al, 2000 ; Cowleyet al, 2001) permettrait de corréler ces
observations a un type cellulaire endocrine précis. Les expériences de stimulation par un
sécrétagogue hypothalamique d’'un coté du « Vaseline-gap » et de dosages des hormones
hypophysaires des deux c6tés seront également importantes pour déterminer un éventuel role
des cellules FS en tant que relais des informations provenant du systéeme nerveux central.

La possibilité d’obtenir des populations de cellules FS pures par « Fluorescence-
Assisted Cell Sorting » aprés une chargeddla-Lys-N.-AMCA devrait faciliter I'analyse
des genes exprimés dans les cellules FS. Un faisceau de preuves convergentes semble
indiquer une origine commune des cellules FS et des cellules endocrines. Or, chaque famille
de cellule endocrine hypophysaire exprime un géne qui lui est spécifique, en l'occurrence
celui d'une hormone, ainsi que certains facteurs de transcription permettant une spécification
de chaque lignage (Dasen and Rosenfeld, 2001). L'identification d’'un géne spécifique des

cellules FS (qui pourrait étre appelé géne SFS par la suite) permettrait d’envisager I'utilisation
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de diverses techniques issues de la transgeneése, et ferait entrer les cellules FS dans I'ere de la
génomique fonctionnelle.

Une des approches possibles pour connaitre le role d’'une population de cellules
consiste a I'éliminer. On peut envisager la création d’une souris transgénique exprimant une
protéine « tueuse » comme la nitroréductase (NTR) d’E. colidali, 2001), sous contréle
du promoteur du gene SFS, s'il existe et s'il présente un niveau d’expression suffisant. Dans
ce cas, la drogue (CB 1954) dont le produit le produit de dégradation par la NTR est toxique
serait injectée par voie intra-péritonéale, et devrait conduire a la mort spécifique des cellules
FS. Si le géne SFS n’existe pas, l'injection intra-hypophysaire de CB 1954 dans des souris
exprimant la NTR sous contréle du promoteur de la protéine S-100 devrait conduire a un
résultat similaire. Ce genre de modéle devrait permettre d’aborder par des expériences
relativement simples (immunomarquages, hybridation in situ, dosages d’hormones) le réle des
cellules FSn vivo. En patrticulier, la cinétique d’activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien apres injection de LPS chez des animaux dépourvus de cellules FS pourrait
montrer que ces cellules sont une interface directe entre le systeme immunitaire et le systeme
endocrine (figure 13). Un « knock-out » hypophysaire du gene de I'IL-6 procurerait
également des informations intéressantes. Le rétrocontrdle périphérique sur les sécrétions
hypophysaires pourrait également étre perturbé chez ces animaux ainsi que la prolifération
des cellules lactotropes pendant la gestation et leur apoptose aprés le sevrage des petits. Enfin,
les animaux dont les hypophyses sont dépourvues de cellules FS devraient développer des
adénomes hypophysaires induits par les oestrogenes plus rarement que des animaux normaux.

Si les cellules FS sont le mécanisme d’harmonisation et de relais que nous supposons,
la libération pulsatile d’hormones dans des hypophyses sans cellules FS maiintesines
ne devrait plus exister, et devrait étre fort perturibéévo. L'utilisation de la technique du

« Vaseline-gap » sur des tranches d’hypophyses issues de tels animaux devrait fournir de
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nombreux renseignements sur les éventuelles possibilités de communications intercellulaires
a longue distance en absence du réseau de cellules FS.

A plus long terme, une approche plus fine consistant a faire exprimer le canal EKO
(Electrical Knock Out) dans les cellules FS (Whateal, 2001) permettrait de déterminer le
role de I'excitabilité dans la fonction des cellules FS. Ce canal potassique modifié présente
une forte conductance, s’'active a des potentiels tres bas (-60 mV) et ne s’inactive pas,
bloquant ainsi I'excitabilité des cellules.

Seul le développement de nouvelles technologies adaptées a I'étude des cellules FS
dans leur environnement natif permettra de mettre a jour le réle physiologique de ces cellules,
réle qui pourrait étre primordial dans le fonctionnement de I'hypophyse antérieure, glande

maitresse du systeme endocrine.
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FOLLICULOSTELLATE CELLS : FUNCTIONAL UNITS OF A LARGE-SCALE
COMMUNICATION SYSTEM WITHIN THE ANTERIOR PITUITARY.

The anterior pituitary is an endocrine interface between the brain and peripheral
organs. This gland secretes hormones periodically, under the control of hypothalamic factors
episodically released into the portal blood vessels of medium eminence. However, the
hypothalamic influence does not fully explain the harmonisation of secretory activities of the
distinct endocrine cell types scattered throughout the tissue. This indicates that a large-scale
communication system existsthin the anterior pituitary.

We provide evidence for a new intrapituitary communication system by which
information is rapidly transferred via the network of non-endocrine folliculostellate (FS) cells.

In acute rat pituitary slices, preparation that keeps intact the tissue architecture, we discovered
the hitherto unknown membrane excitability of FS cells. Excitability is one of the means to
trigger long-range calcium waves in FS cells, which propagate to other FS cells by signaling
through gap-junctions and can relay information between opposite regions of the gland.

We also studied thim situ release by FS cells of interleukin-6, a cytokine known to
stimulate the release of all pituitary hormones. PACAP stimulated IL-6 release from acute
pituitary slices, most likely by acting at the IL-6 gene level. Strikingly, alteration of gap
junction coupling alter the pattern of PACAP-induced IL-6 release.

Because FS cells respond to central and peripheral stimuli and dialogue with endocrine
cells, the form of large-scale intrapituitary communication described here may provide an
efficient mechanism that orchestrates anterior pituitary functioning in response to

physiological needs.



RESUME

L'hypophyse antérieure assure une interface endocrine entre le cerveau et les organes
périphériques. En effet, cette glande sécrete de maniére pulsatile ses différentes hormones dans la
circulation générale sous l'influence de facteurs hypothalamiques déversés épisodiquement dans le
systéme porte de I'éminence médiane. Toutefois, I'influence hypothalamique ne saurait a elle seule
expliquer I'harmonisation des sécrétions des cellules d'un méme type endocrine, qui sont
distribuées de maniére hétérogéne au sein du parenchyme. Il existe sans doute des mécanismes
permettant de coordonner I'activité des cellules endocrines & I'échelle de la glande entiére.

Au cours de cette thése, nous avons montré la présence d’un mécanisme de communication
intra-hypophysaire permettant un transfert rapide d’'information au sein d’'un réseau de cellules
non-endocrines, les cellules folliculostellaires (FS). Ce travail réalisé sur des tranches épaisses
d’hypophyse de rat, modéle qui maintient intacte I'architecture cordonale du tissu, a permis de
mettre en évidence I'excitabilité membranaire des cellules FS, propriété jusqu’alors inconnue.
Cette excitabilité sert de base a l'initiation de vagues calciques, qui peuvent se propager rapidement
via des jonctions gap a des régions éloignées de la glande.

Nous avons également étudié la libération d’'interleukine-6 (IL-6) par les cellules FS. Cette
cytokine est connue pour stimuler I'ensemble des sécrétions hormonales hypophysaires. La
production d’IL-6 est stimulée par le PACAP. Ce neuropeptide semble agir directement au niveau
du gene, et son effet dépend de I'état des communications intercellulaires au sein du réseau.

Les cellules FS pouvant répondre a des stimuli d’origine centrale et périphérique, ainsi que
dialoguer avec les cellules endocrines, 'ensemble de ces résultats montre que le réseau de cellules
FS pourrait fournir un mécanisme efficace qui coordonnerait le fonctionnement de la glande en

fonction des différents états physiologiques.
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