UNIVERSITE DE STRASBOURG FACULTE DES SCIENCES
Série E - N° d'ordre 512

Annee 1969

THESES

présentées a la

FACULTE DES SCIENCES DE L'UNIVERSITE DE STRASBOURG
pour *obtenir
LE GRADE DE DOCTEUR D'ETAT ES-SCIENCES NATURELLES

par

Marc-Marie DEMINATTI

Docteur en Médecine, Strasbourg (Prix REISS, 1956)
Agrégé d'Histologie et Embryologie des Facultés de Médecine

PREMIERE THESE

Recherches sur la présence de groupements sulfates
et leur participation métabolique dans les cellules préhypophysaires

DEUXIEME THESE
Bases chromosomiques de la détermination du sexe chez les vertébrés

Soutenues le 24 mars 1969 devant la Commission d'examen:

M. J.-H. VIVIEN, Président - Doyen de la Faculté des Sciences

M. E. FOLLENIUS, Examinateur - Professeur & la Faculté des Sciences
M. J. WEIL, Examinateur - Professeur & la Faculté des Sciences
M. R. HAVEZ, Examinateur - Professeur & la Faculi¢ de Médecine.



MM. P. DE BEAUCHAMP MM. A. KIRRMANN
L. BOISSELET G. LEMEE
H. CARTAN P. L'HERITIER
G. CERF A. LICHNEROWICZ
C. CHABAUTY L. NEEL
A, CHRETIEN Ch. SADRON
J. DENY E. TERROINE
Ch. EHRESMANN R. THIRY
M. FRECHET H. VILLAT
Melle S. GILLET H. WEISS
Mme A, HEE Et. WOLFF
R. HOCART J. YVON
Maitre de Conférence Honoraire : R. WEIL
Professeurs :
H.J. MARESQUELLE ....05- b Biologie végétale
By ROUSBEL seanrsvss RSP Calcul différentiel et intégral
et théorie des fonctions
H: FPORESTIER. sseoscascnss-Tn Chimie générale
s ROTHE . .cicidvassenss & Physique du Globe
P, LACROUTE cenceccces RN s Astronomie
A H . IVIEN I e vm v da S 4 Zzoologie et Embryologie expéri-
mentale
R MATLLARD "o v enonnsosseaky Physicochimie du Pétrole
S, CORODETZKY ..scceess S Physique générale et Physique
nucléaire
L, SACKMANN .ccecoeveoas T Mécanique des Fluides
e BYR . S s eeesasiewsie i Chimie Physique
Re LOMBARD ..uscavencsss Ts Chimie organique
Mie B CPREREY o dsennesnn e Chimie nucléaire
S. GOLDSZTAUB .cececencs o T Minéralogie et Pétrographie
B JOEY socosss avanmaediv iy Biologie générale
Ho BENOIT cossvnisvvasnsw A Physicochimie macromoléculaire
P CUBR "Scenosbinsninsaas Be Physique générale et physique
corpusculaire
Ge BIDLOT o ceiossssmmene Ta Géologie et Paléontologie
R. LECOLAZET .essssaeene TaT.P. Physique du Globe
B, SAUCIER i(v..ivevorrvias TedaPa Mineralogie

FACULTE DES SCIENCES DE L'UNIVERSITE DE STRASBOURG

Aa

Doyen : M. le Professeur J.H. VIVIEN

Doyens Honoraires :

KIRRMANN, P. LACROUTE, H.J. MARESQUELLE, G. MILLOT

professeurs Honoraires



Ry HOHMER wucuvssncnse T Chimie minérale

Mle A. GAGNIEU ....... T.T.P. Botanique

B NIKITINE .ovosvesss T Physique générale

s STUTINEKY ¢uwnws vee Te Physiologie générale
By WURRE wioniniissssn T.T.P. Chimie Biologigue
da BRENBT :iiveeeecmen Ta Electrochimie

Ge OURISSON .icoiocces T.T.P. Chimie

As COCHE ,.csissennses T.T.P. Physique nucléaire
s TERES L st bion P Physique générale

Jo FRENBRL ceiisvess . T.T.P, Mathématiques

Be TRGLANG 4 nosisesss To Physique

J.P. LONCHAMP ..,..... T.T.P. Physique

A. DELUZARCHE ........ T.T.P. Chimie

J.B. DONNET ........., T.T.P. Chimie Physique

R. ARMBRUSTER ........ T.T.P. Physique

A, ROCHE .......0ess., T,T.P. Physique du Globe

Lo BIRTH. cszodeidisites T Microbiologie

Sy ORGOD o0, i v i adnas PLSIC, Boologie

T COBNE T s fa i s T.T.P. Géologie

Bl EUCTER 6 s ok wea i 2 Te Mécaniqgue rationnelle
A. GALLMANN ..,...+... T.T.P. Physique

P, MIALHAE cecissiassa . T.T.P. Physiologie animale
eREBBEL <o cdovecisren T Chimie Biologique

MY PARRODS &0 oradrds TP P Chimie

O T e St e T.T.P. Chimie

Mme D. MAGNAC ........ T.T.P. Physique

My DAUNE - 2. i dddde s P.S.C. Physique

P, BDLOPP »ooscavae .. T.T.P. Chimie nucléaire

D, BERNARD ...c.ccece0e T.T.P. Méthodes mathématiques de la
i physique

B FIBMEN oo vievae .. T.T.P. Mathématiques

B DANEEL ol ivdir e s Physique expérimentale
P, CHEVALLIER ....s..» T Physique

J. GREMILLARD ........ T.T.P. Mécanique des Fluides
P, CARTIBER Juv'dsosvssanle Mathématiques

G BEEB Jesssnvscasaane He Topologie

B NORGUET Jidsssnvesne Lo Analyse supérieure
RO CHAUVIN Lalddas'vsave Ta Psychophysiologie
Js WUCHEBR . ...e-0sseas P8O Physigue

Mme M, BRINI ......... P.S.C. Chimie

G. PERNY ....00.0+22+- P.8,C. Physique

B BARD . ineh snnarseer PebLa PhYSIgUS

H. DURANTON ...0co o .» P.5.C, Botanique

Ry MEISE sovesevsnsnes TuTuPes Chilic

Ps FEDERLIN .c.co0veassw ToToPes Chimie

. LERAY .iuenssnsoves Fudele Physiguc

JuP. SCHWING & . v siss PeSeCy Chimie

M. SIESKIND .+.ss0enee PeBCh Physigue

G. MONSONEGO sscscosces Physique



P. GABRIEL ...c00.. ssee T.T.P. Mathématiques

C. WIPPLER ........ cee. T. Physicochimie des Hauts Polymére
Industriels

Balle: MEYER viivivsitceen T.T.P. Mathématiques

B MR o ot s & witiind & . P.S.C. Physique

Mo BEOCH wouiisosiesa T Chimie

g CLBIISE 5w vasscos . P.S.C. Chimie

Hie. FOLLENIUS .uisss0ees PoB.0. Zoologie

e ERICAE oitive vesin ... P.S.C, Géologic

G GLABBER . .vicocine . Mathématiques

Je.J. THIEBOLD <........ P.S.C. Biologie animale

Professeurs Associés

SeBs DE CROOT. covvvanes Physique
R. MARCHESAULT ........ Physicochimie macromoléculaire

O alMIMEBR: v v b Mathématiques
Re MORIARTY ........... Chimie organique
Je BUSLANDER ', i:vsoenes Physique corpusculaire

Maitres de Conférences

He DANAN ..s..vsvs40+sa Physicue

Mme WINTER Ch. ........ Physique

J.P. EBERHART ......... Minéralogie
Mie D, CAGNIANT ....... Chimie

X. FERNIQUE ........... Mathématiques

s BIREITH s onssnseea Chibie
J.H. WEIL ............. Chimie Biologique

F. GAUTIER :c¢.vs..0... Physique propédeutique
G. SUTTER «ececcosce.e.e Physique élecctronique

D, FOATA .cececascoee.s Mathématiques
J.L. VERDIER .......... Mathématiques
J.M. LE}m * o 0 &/ 8 B OB 0w 9@ C}limie

Cl. ROBERT ..«sisecwnnrsone PHYSiUS

Fr. LACROUTE .......... Biologie végétale
« @OUNOT .e.ssseusess« BOtanigue
« PRADINES ........... Mathématiques

M

J

A, GIRARDIE .....s.+..++ BiOlogie animale

F. BECKER ............. Physique mathématique
J
¥

o DEHRND y4ossesavnses Chimie minérale
s GODBILLION o vis Mathémathues

M. KAROUBI ....0..0.¢.... Mathématiques
A, MIGNOT ............. Mathématiques appliquées

Maitres de conférences Associés :

V. AVANISSIAN ......... Mathématiques






"Les anciens physiologistes semblaient croire
que la localisation des fonctions était tout, Quand on
avait localisé anatomiquement une fonction ou une maladie,
On croyait avoir atteint le but supréme. La fonction
s'expliquait ensuite par une entité (force v;tale, pro-
priété vitale). La Science moderne a montré qu'il n'en
est point ainsi. Quand on a localisé la fonction, il
faut descendre dans son explication gul est d'ordre
physico-chimique spécial®™.

Cl. BERNARD
Principes de Médecine Expérimentale
P. XXVI P.,U.,F. edit. (Paris), 308 p.
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I - INTRODUCTION

des glandes engppe.}ée il y a quelques années “chef d'orchestre”
S gy chlnes,'la préhypophyge c%de de plus en p%us ce
Skhacnt ac 1131no le dlencéphéle. Mais si de nombreux faits
a5 intan blus en plus i attribuer ce rdle de coordinateur en-
oh ok éléau diencéphale, la préhypophyse n'en reste pas moins
lea air ments fondamentaux de "1'orchestre endocrinien®™ par
1'fér§ntes hormones qu'elle sécréte : thyréostimuline, go-
nadostimulines, prolactine, corticostimuline, somatotrophine,

mélanostimuline.,
A cette pluralité d'action physiologique corres-

Ipond une diverité morphologique des cellules qui la constituent,
quelle que soit l'espdce. de vertébrés étudiée. Cette diversité

a éte précisée depuis ROMEIS (1940) par de nombreux auteurs
grace a la mise au point et 3 1'emploi de nombreuses techniques

de colorations histologiques et histochimiques ainsi que par la
la plupart de ces recherches ayant

microscopie €électronique :
pour but 1'établissement de la signification fonctionnelle de

chacune des catégories cellulaires mises en évidence.
L'établissement de la signification fonctionnelle

de ces différentes catégories cellulaires repose, en effet, es-
sentiellement sur l'analyse, par ces différentes techniques, de

leurs modifications morphologiques, tinctoriales, consécutives
a la suppression ou & des modifications fonctionnelles physio-

logiques, pathologiques ou expérimentales des différents organes

effecteurs de la préhypophyse.
‘ Ce probléme de 1l'identification de la nature hor-

monale de l'activité sécrétrice des différentes cellules pré-
hypophysaires a bénéficié des travaux biochimiques visant a
isoler et a analyser la structure des différentes hormones syn-
thétisées par la pars distalis. La connaissance de la nature
protéigue ou glycoprotéigue d'une de ces hormones conduit a
admettre que son lieu de synthése se trouve &tre dans des cel-
lules gue les technigues histochimiques révélent &tre a granu-
lations protéiques ou glycoprotéiques suivant la nature biochi-
mique de 1l'hormone considérée. C'est dans le cadre de 1'étude
de cette identification que réside 1l'intérét de l'emploi des
techniques d'ultracentrifugation quiontpn}r but de sépa:f'er les
différents types de granulations chromophiles cytoplasmiques en
vue d'analyser la nature hormonale de leur con?egu. Les techni-
ques immunologiques ont aussi été largement utilisées pour ce

Faty Mais le probléme de l'identification de la nature
activité de ces cellules est étroitement 1lié aux

hormonale de 1'
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méthodes d'appréciation des modalités et du degré d'activité
sécrétrice et excrétrice de ces cellules. On admet que dans
l'activité glandulaire, la sécrétion correspond a la phase de
synthése, ici une substance protéique ou glycoprotéique, l'ex-
crétion correspond au déversement de la substance synthétisée
dans le milieu intérieur. Entre ces deux phases, le produit syn-
thétisé peut se trouver sous une forme figurée - granulations -
dans le cytoplasme glandulaire, soit parce que dans la cellule
les lieux de synthése et d'excrétion sont éloignés l'un par rap-
port & l'autre, soit parce que sécrétion et excrétion sont dé-
calées dans le temps. L'augmentation du nombre des granulations
intracytoplasmiques dans une méme catégorie cellulaire peut ré-
sulter, soit d'une intensification globale des processus glan-
dulaires de ces cellules, soit d'une sécrétion augmentée, suivie
d'une excrétion lente ou retardée. Par contre, la diminution
globale du métabolisme glandulaire ou l'arré&t de la sécrétion ou
une excrétion intense, méme associée a une sécrétion intense,
peuvent entrainer une diminution du nombre des granulations. Il
apparait donc nettement gque le nombre de granulations ne peut a
lui seul &tre un critére exact d'appréciation du degré de l1l'ac-
tivité glandulaire. C'est pourquoi la connaissance simultanée de
la quantité en contenu hormonal de ces cellules,de leur degré
d'excrétion dans le milieu intérieur et de leur intensité de
synthése s'avére indispensable : ce qui nécessite la comparaison
des résultats obtenus aprés l'application de procédés permettant
la mesure de l'activité physiologique de chacune des hormones
avec ceux obtenus par les différentes techniques morphologiques

telles que l'histochimie, la microscopie électronique.

Ainsi, la microscopie électronique permet 4'appor-
ter un grand nombre de précisions quant aux modalités, & 1'échel-
le ultrastructurale de cette activité glandulaire par 1l'analyse
simultanée de l'état fonctionnel de tous les organites cellu-
laires & fonction élaboratrice et du produit élaboré sous forme

de granulations,

En ce guli concerne l'histochimie dont les techni-
ques sont nombreuses et variées, nous citerons : l'histoenzymo-
logie dont le but est l'identification, la localisation et l'a-
nalyse des variations du taux des enzymes qui participent
directement ou indirectement a la synthése de ces hormones ;
1'immunofluorescence est utilisée essentiellement pour localiser
le lieu de production des hormones ; les colorations histochi-
migues qui permettent d'identifier la rnature et de localiser
certains constituants chimiques, Ces différentes techniques his-
tochimiques doivent donc, en premier,lieu, &tre spécifiques de
constituants donnés, afin d'&tre utilisée¢ comme critére quanti-
tatif, direct ou indirect, de l'activité sécrétrice ou excrétrice
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des cellules, l1'idéal étant que le constituant décelé soit spé-
cifique d'une hormone donnée, par le fait gu'il entre dans la

constitution de 1'hormone elle-méme, tel que 1'iode gui peut
atre radioactif dans la thyroxine (JOLIOT - CURIE et coll., 1944).

Parmi les méthodes histochimigues, nous citerons
détecter

enfin 1'histoautoradiographie, technique qui permet de
les radioéléments sur les coupes histologiques et de préciser

leur localisation & 1'échelle cellulaire et méme actuellement
ultrastructurale. En effet, 1l'intérét de l'emploi en biologie

des radioéléments utilisés sous forme de radiomolécules réside
dans le fait gue ces radiomolécules suivent le sort des molécules
chimiquement identiques : d'ou la possibilité d'étudier non seu-
lement les mouvements et la répartition de ces molécules dans un
organisme ou méme dans une cellule, mais aussi, la nature et la
cinétique des transformations chimiques dont peuvent &tre l'ob-
jet ces molécules dans un systeéme biologique. C'est donc dans
cette possibilité de détection que résident 1'avantage et 1'in-
térét de l'emploi des radiomolécules en biologie. Les différents
procédés de détection mettent en oeuvre leurs propriétés physi-
gues ; parmi ces propriétés, nous ne retiendrons que celle du
noircissement des émulsions photographiques car c'est cette pro-
priété que les histologistes mettent 3 profit dans l'histoauto-
radiographie. Etant donné la transformation métabolique possible
et plus ou moins rapide d'une radiomolécule aprés son injection
dans 1l'organisme, les résultats obtenus avec la technigue histo-
autoradiographique doivent @tre complétés par une analyse bio-
chimigque en vue de rechercher et d'identifier d'éventuels cons-
tituants différents de la radiomolécule injectée et possédant
le radioélément contenu initialement dans la radiomolécule in-

jectée.



ITI - CHOIX DU MATERIEL BIOLOGIQUE

Nous avons donc été conduits a utiliser différentes
radiomolécules et certaines technigues histochimiques, dont
1'histoautoradiographie et le test histochimigue de la méthyla-
tivn, pour tenter d'élucider certains aspects du mode et de la
nature du fonctionnement des cellules & granulations glycopro-
téiques de la préhypophyse chez différentes espéces de Vertébrés.
Nous avons complété ces recherches histochimiques par des ana-
lyses biochimiques et par des expériences in vitro.

Nos recherches ont porté sur les espéces suivantes :

Cobaye (Cavia Cobaya), Souris blanche (Mus musculus (var.albi-
nos) ) et deux Poissons : Cyprin (Carassius auratus L.)et Black Molly

(Mollienisia sphenops C.V.).

Les raisons du choix de ces espéces sont variées.
En effet, nous avons utilisé en premier le Cobaye car nos re-
cherches antérieures avaient porté sur 1l'étude cytochimique des
acides ribonucléique (DEMINATTI, 1959) et désoxyribonucléique

(DEMINATTI et VENDRELY, 1959, 1961) de l'adénohypophyse de cet
animal. Mais le Cobaye se préte mal & 1'étude du rencuvellement

du radiosulfate dans l'adénohypophyse car l'analyse biochimique
montre la présence de 35-S organique 24 heures aprés l'injection
de radiosulfate.

Par contre, la Souris s'est avérée &tre un bon matériel, tant

du point de vue biochimique gque physiologique, pour étudier

dans certaines conditions expérimentales le renouvellement du
radiosulfate dans la préhypophyse. Mais la préhypophyse de

Souris normale, ol les cellules riches en radiosulfate sont
généralement peu nombreuses par rapport aux autres types cellu-
laires, nous a paru &tre un mauvais matériel pour la mise au
point des techniques biochimiques d'identification des substan-
ces dans lesquelles sont incorporées les molécules de radio-
sulfate,.

C'est sur la préhypophyse du Cyprin gue nous avons mené ces re-
cherches d'identification biochimique car, chez ce Poisson, par
ailleurs facile a se procurer, les cellules préhypophysaires

qui fixent intensément le radiosulfate. représentent approxima-
tivement la moitié du parenchyme glandulaire et le tissu con-
jonctif est peu abondant.

Enfin, nous avons étudié la préhypophyse de Mollienisia sphenops
C.V. car la préhypophyse de ce Poisson a une structure différen-
te de celle du Cyprin et des recherches sur la "gestation" de ce
Poisson ovovivipare nous avaient conduits & examiner des organes
maternels dont l1l'adénohypophyse (DEMINATTI ot ZAHND, 1962).
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IIT - PLAN

; Le plan de notre exposé est le suivant : afin de
Sltuer nos recherches, nous ferons un rappel des données concer-
n?nt l’anatomie microscopigue de 1l'appareil hypophysaire des es-
peces étudiées, ainsi que celles portant sur la cytologie, la
cytochimie et l'histophysiologie des différentes catégories cel-
lulaires adénohypophysaires.

Puis, pour chacun des types de recherches effec-
tuées : recherches histoautoradiographigues, histochimiques avec
le test de la méthylation et biochimigues, nous apporterons des
précisions sur les méthodes d'étude, le matériel biologique ainsi
que les conditions expérimentales utilisés pour chacune des es-
péces et la nature des radiomolécules employées. Ces données
seront suivies des résultats obtenus.

Enfin, nous dégagerons les conclusions et les
perspectives de recherches gu'imposent nos observations.
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IV - DONNEES ANATOMO-MICROSCOPIQUES, HISTOCHIMIQUES ET

HISTOPHYS IOLOGIQUES SUR LA PREHYPOPHYSE DES
DIFFERENTES ESPECES ETUDIEES

Les travaux portant sur l'histochimie et l'histo-
physiologie des différentes préhypophyses étudiées étant trés
abondants, nous ne retiendrons gue ceux directement en rapport

avec nos recherches.
Nous rapporterons donc successivement les tech-

niques cytochimiques d'étude et les données ainsi obtenues sur
la préhypophyse de chacune des espéces étudiées. Nous termlneyons
par une étude comparative des propriétés histochimiques des dif-

férentes cellules préhypophysaires de ces espéces. De Elus,-pour
chaque espé&ce, nous rappellerons les données histophysiologiques

portant sur les cellules & granulations glycoprotéiques en rap-
port avec nos recherches,

1. PREHYPOPHYSE DU COBAYE

a. Anatomie microscopique

L'appareil hypophysaire du Cobaye est constitué
d'arriére en avant : la post-hypophyse, en avant de laguelle se
trouve la pars intermedia séparée de la pars distalis par la
fente hypophysaire. La pars distalis est formée de 2 lobes la-
téraux réunis dans la région médiane par une portion glandulaire

(Planche I).

b. Les types cellulaires

L'utilisation d'une coloration trichromique telle
que celle d'IGNESTI (1946) met en évidence trois types cellulai-

res : _
des cellules chromophobes ou principales a cytoplasme dépourvu

de granulations ;
des cellules contenant des granulations chromophiles,acido-

philes, fuchsinophiles (PETROVIC, 1953), plus ou moins abon-

dantes ;
des cellules chromophiles cyanophiles a noyau souvent poly-

ploide (DEMINATTI et VENDRELY, 1959, 1961) appelées incorrec-
tement "basophiles" (DESCLIN, 1940 - RACADOT, 1949 - DEMINATTI,

1959, - PETERSON et WEISS, 1955).

C'est gréce a l'analyse comparative des résultats
obtenus avec des colorations plus complexes telle la coloration

O
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tetrachromigue d'HERLANT (1960) et des colorations histochimigues
a l'acide periodique-Schiff (PAS), au bleu Alcian a pH O, 2 (BA)
et & l'aldéhyde fuchsine de Gomori (AF) (BIMES et coll., 1953 ;
REBEL, 1961) qgue l'on peut préciser les variétés de granulations
chromophiles suivant leurs affinités tinctoriales et leurs carac-
téres histochimiques (PETROVIC, 1961)

-~ cellules a granulations ayant une affinité élective pour l'ery-
throsine, mais PAS et BA-négatives : cellules ¢ de la nomen-
clature J'HERLANT (1960) ;

cellules a granulations colorables spécifiquement par 1l'orange
G et PAS, BA-négatives comme les précédentes : cellules oC de

la nomenclature 4d'HERLANT (1L960) ;

cellules cyanophiles & granulations d'une teinte bleu violacé,
PAS- positives, BA-positives et AP-positives : elles corres-

pondent aux cellules/B de la classification de ROMEIS (1940)
cellules a granulations colorées électivement par le bleu d'Alizarine

avwe la coloration tétrachrome d'HERLZANT,, légérement PAS~posi-
tives, AF-négatives : ce seraient les cellules ¥ de la classi-

fication de ROMEIS (1940) :

cellules cyanophiles & granulations colorées en bleu ciel, PAS-
positives, BA-positives et intensément AF-positives, De plus,
elles sont métachromatiques au bleu de Toluidine. Il s'agirait
de cellules { de la classification de ROMEIS (1940).

r

Ces types cellulaires sont retrouvés en microsco-

pie électronique (PETROVIC, 1961).
Ainsi, sur la base de l'analyse histochimique, les
cellules préhypophysaires, chez le Cobaye, peuvent &tre classées

en deux groupes :
. groupe des cellules & mucoprotéines (HERLANT, 1964) ou
cellules "mucoides" (PEARSE, 1952 )
- cellules § intensément PAS+, BA+, AF+.

~ cellules - PAS+, BA+, AF+.,
- cellules y légérement PAS+, AF-~,

cellules 3 granulations protéigues

LE] LT oo

- groupe des
-~ cellules 0L j
PAS-, BA-, AF-,
- cellules ¢ s :

Répartition des types cellulaires.

L'étude de la répartition de ces types cellulaires
montre,en ce qui concerne les cellules cyanophiles, qu'elles sont
abondantes dans la région antéro-médiane de la préhypophyse,

--o/o..
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alors que les régions pPostérieures des lobes latéraux en sont
pratiquement dépourvues : cette répartition particuliére a
d'ailleurs été utilisée pour l'étude du probléme de la signifi-
cation fonctionnelle des différents types cellulaires (ARON et
PETROVIC, 1959, 1960).

d. Signification fonctionnelle des types cellulaires

Les problémes de cytophysiologie sont loin d'é&tre
résolus chez le Cobaye.

Si la sécrétion de la thyréostimuline peut &tre
attribuée aux cellules & granulations AF+ (REBEL, 1961 - PETROVIC,
1961) ., les observations de D'ANGELO (1953, 1963, 1966) consé-
cutives 3 13 thyroidectomie chimique seule ou associée & la cas-
tration ne sont pPas en faveur de cellules AF+, PAS+ différentes
produisant respectivement la thyréostimuline et les gonadosti-
mulines. De plus, la thyroidectomie chirurgicale (REBEL, 1961)
ou la thyroidectomie chimique par le propylthiouracile (PTU)
(D'ANGELO, 1963) ne provoquent pas l'apparition de cellules dites
de thyroidectomie dans 1la préhypophyse, mais entrainent une aug-
mentation du nombre des cellules AF+ qui restent riches en gra-
nulations AF+. Alors que REBEL (1961) ne constate pas d'augmen-
tation concomitante du pouvoir thyréostimulant des broyats
hypophysaires, du sérum et des urines des animaux thyroidecto-
misés, D'ANGELO (1953, 1963), par contre, trouve une excellente
corrélation entre le taux des granulations AF+ et le taux d'hor-
mone thyréotrope.

C'est donc par analogie avec d'autres espeéces de
Mammiféres que l'on attribue la sécrétion d'une hormone donnée
d chacun de ces types cellulaires observés chez le Cobaye.

2. PREHYPOPHYSE DE SOURIS

a. Anatomie microscopique (Planche II).

L'appareil hypophysaire de la Souris est analogue
a celui du Cobaye.

b. Les.types cellulaires

La comparaison des résultats obtenus avec les
colorations de microscopie optigue et ceux de la microscopie
électronique (SANO, 1962 - BARNES, 1962) permet d'identifier,
comme chez le Cobaye, cing types cellulaires gui se classent
en cellules cyanophiles 3 granulations glycoprotéiques et cel-
lules acidophiles & granulations non glycoprotéiques (HALMI,
1952 - SIPERSTEIN, 1955 - ELFTMAN et WEGELIUS, 1959). Ces types
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cellulaires sont désignés soit par la nomenclature de ROMEIS-
HERLANT (BARNES, 1962), soit par la nomenclature fonctionnelle
(BARNES, 1963).

- Le% cellules séreuses oL appartiennent au groupe des cellules
acidophiles. Elles présentent une forte affinité pour les co-
lorants trés acides (érythrosine, fuchsine acide, orange G)
employés dans les colorations trichromiques. Lors de la colo-
ration tétrachrome d'Herlant, elles ont une affinité élective
pour l'orange G. Les colorants basiques (bleu de méthyléne)
utilisés seuls r/vélent a leur niveau des structures basophiles
hon métachromatiques qui disparaissent aprés action de la ribo=-
nucléase, ce qui indique la nature ergastoplasmique de ces
structures (PETERSON et WEISS, 1955). La microscopie électro-
nique (BARNES, 1963) permet d'observer une forme hyperactive
et une forme hypoactive de ce type cellulaire, caractérisé
par la présence de granulations d'une taille de 350 & 400 mu
et méme 500 mp. De plus, elles sont PAS, BA, AF-négatives. ’
Cette variété de cellules est absente chez la Souris généti-
gquement naine (ORTMAN, 1956 - RENNELS et Mc NUTT, 1958 -
ELFTMAN et WEGELIUS, 1959).

- Les cellules £ appartiennent aussi au groupe des cellules aci-
dophiles : comme les précédentes, elles sont PAS, BA et AF-

r

négatives. Elles s'en distinguent par le fait gu'en utilisant
la coloration tétrachrome d'Herlant Y1960), elles ont une
affinité élective pour 1'érythrosine. BARNES (1962, 1963) les
identifie,en microscopie électronique, par la présence dans la
zone golgienne de granulations ovales dont les dimensions sont

de 200 & 400 mu sur 100 a 200 mpu. De plus, la présence de
structure ergastoplasmique conduit & admettre qu'elles sont,
comme les cellules ol , le lieu de synth@se d'une hormone pro-

téique.

Les cellules A (BARNES, 1962) sont PAS-positives. Avec la
coloration associée BA-PAS d'Herlant (1958), elles ont une
teinte violette, ce qui indique qu'elles sont faiblement BA+.
Les granulations visibles en microscopie €électronigue (BARNES,
1962) de la taille de 150 a 250 QP n'ont pas de localisation

particuliére.

Les cellules y sont, comme les précédentes, PAS-positives, mais
BA-négatives car elles se colorent en rouge avec la coloration
associée BA-PAS d'Herlant (1958) ; elles contiennent des gra-
nulations de 100 a 200 mp de diamétre, parfois 300 my, situées
le plus souvent A la périphérie du cytoplasme (BARNES, 1962).

Les cellules § sont peu abondantes et ont un aspect polygonal.
Elles sont PAS, BA, AF-positives (ISRAEL et ELLIS, 1961
MESSIERI9@), Avec la coloration associée au BA-PAS, elles

O SRR
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présentent une teinte bleue. Elles se différencient des autres
cellules cyanophiles par la coloration de PAGET et ECCLESTON
(1960) Iescétude au microscope électronique montre la présence
de granulations intracytoplasmiques de 50 & 100 mp de diamétre
sans localisation spéciale. Elles apparaissent pauvres en mi-
tochondries et le réticulum endoplasmique est peu développé
(BARNES, 1962).

Enfin, dans chacune de ces catégories c.:llulaires,
la microscopie électronique permet de décrire une forme hypo-
active et une forme hyperactive (BARNES, 1963).

A ces cing types cellulaires, il faut en ajouter
un sixiéme formé des cellules chromophobes ct cellules indiffé-
renciées donc dépourvues de granulations. Ces cellules, abon-
dantes en microscopie optique, sont trés rares en microscopie
€lectronique. Ceci, pour la simple raison qu'une cellule trés
pauvre en granulations sera classée parmi les chromophobes en
microscopie optique. Ces cellules chromophobes - appartiennent
sans doute & chacune des cing catégories cellulaires précédentes

(BARNES, 1962).

Ainsi, sur la base de certains caractéres histo-

chimiques, les cellules préhypophysaires, chez la Souris, peu-
vent, comme chez le Cobaye, &tre classées en deux groupes :

. Groupe des cellules 3 mucoprotéines

- cellules é : PAS+, BA+, AF+
bleues en utilisant la coloration

associée BA-PAS

- cellulesxﬂ : PAS+, faiblement BA+ et AF+
violettes en utilisant la coloration
associée BA-PAS

- cellules & : PAS+, BA-, AF-

rouges en utilisant la coloration
associée BA-PAS

. Groupe des cellules & granulations protéiques

- cellules &

- cellules § e, 0y, SR

c. Répartition des types cellulaires

Les cellules { (MESSIER, 1965) plus abondantes
dans la région ventrale que dans la région dorsale de la glande
s'observent principalement dans les lobes latéraux. Peu nombreu-
ses par rapport a l'ensemble des autres cellules (0,43 %), elles
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représentent 0,87 % des cellules sur une section passant par la

région moyenne des lobes latéraux.

En ce qui concerne les variations numérigues des
cellules A et ¥ . BARNES (1962, 1963) a observé non seulement
des différences entre les préhypophyses mile et femelle, mais
aussi des fluctuations numérigues et fonctionnelles de certaines
cellules a granulations glycoprotéiques (B et ¥ ) en rapport
avec le cycle oestr al chez la Souris femelle. C'est en raison
de ces fluctuations chez la femelle gue, dans nos expériences,
nous avons utilisé surtout des rouris males = ltes, dont la
préhypophyse est caractérisée par la présence de cellules 8
nombreuses que les cellules ¥ , les deux variétés cellulaires se

trouvant & différents stades de leur cycle sécrétoire.

plus

d. Signification fonctionnelle des types cellulaires

On attribue aux cellules §{§ la sécrétion de la
thyréostimuline, d'od leur dénomination de cellules thyréotropes
(BARNES, 1963 - MESSIER, 1965). En effet, la radiothyroidectomie
par 1'I-131 (GOIIr# .2 et CEAIKOFF, 1951 - BURT et coll., 1954 -
MESSIER, 1966) ou la thyroidectomie chimigque avec le propylthio-
uracile (PTU) (BARNES, 1963) entrainent, dans la préhypophyse,
l'apparition de grandes cellules dites "cellules de thyroidecto-
mie" aux dépens des cellules & dont le nombre diminue. En effet,
de 0,87 % chez les animaux témoins, le nombre des cellules BA+
tombe & 0,11 % entre le 20e et le 30e jour aprés la radiothyroi-
dectomie (MESSIER, 1966). Ces "cellules de thyroidectomie" ou
cellules thyréoprives sont caractérisées par la disparition pres-
que totale des granulations spécifiques BA+ (BURT et coll., 1954 -
HALMI et GUDE, 1954 - BARNES, 1963 - MESSIER, 1966) : en méme
temps, on observe une augmentation du taux sérique de 1la thyréo-
stimuline (ADAMS, 1946) : ces deux phénoménes sont interprétés
comme étant en rapport avec une sécrétion et une excrétion ac-
crues de thyréostimuline sans stockage hormonal intracellulaire.
Signalons enfin que cette corrélation entre le pouvoir thyréo-
stimulant de la préhypophyse et le nombre des cellules est confir-
mée par le fait que, chez les Souris génétiquement naines, la di-
minution de ce pouvoir thyréotrope est associée i une diminution
du nombre et de la taille des cellules § qui sont pauvres en gra-
nulations (ORTMAN, 1956).

Les gonadostimulines folliculostimulante et luté-
inisante seraient sécrétées respectivement par les cellules §
et & qui subissent des modifications spécifiques et caractéris-
tiques aprés la castration, En effet, 5 semaines aprés la cas-
tration, chez le mdle, on observe une hypertrophie de ces cellu-
les en rapport avec leur hyperactivité glandulaire. La microscopie
électronique (BARNES, 1963) montre, en effet, que les cellules §8
présentent alors un réticulum endoplasmique abondant constitué de
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saccules de forme irréguliére avec, sur leurs parois externes,
des grains de Palade. On note la présence d'inclusions cyto-
plasmiques granulaires ou amorphes dont la densité est variable.
De méme, dans les cellules ¥ + les granulations visibles chez
les témoins sont généralement moins nombreuses ; le réticulum
endoplasmique apparait formé de nombreux saccules distendus mais
4 parois lisses, contrairement aux cellules/ﬁ , l'appareil de
Golgi est hypertrophié.

3. PREHYPOPHYSE DE CARASS IUS AURATUS L.

a. Anatomie microscopigue (Planche III)

L'appareil hypophysaire de Carassius auratus
comprend la neurohypophyse ou lobe nerveux et la préhypophyse ou
adénochypophyse .,

Cette derniére est constituée du lobe intermé&-
diaire ou pars intermedia ou métaadénohypophyse selon la ter-
minologie de PICKFORD et ATZ (1957) et du lobe distal ou

pars distalis.

La pars distalis (OLIVEREAU, 1962) comprend : une rég:ion rostrale,
antéro-dorsale, composée surtout de petites cellules érythrosi-
nophiles et de quelques cellules PAS+ , gui correspond a la
proadénohypophyse selon la terminologie de PICKFORD et ATZ
(1957) : une région proximale, médio-ventrale, composée de cel-
lules PAS+ et de cellules colorables par l'orange G et gui cor-
respond a la mésoadénohypophyse de PICKFORD et ATZ (1957).

b. Les types cellulaires

Si trois principaux types cellulaires sont connus
depuis les travaux de BELL (1938), LEVENSTEIN (1939) et SCRUGGS
(1951), l'application des techniques histologiques (tétrachrome
d'Herlant, PAS, BA, AF) utilisées pour 1'étude de la préhypophyse
de Mammiféres a permis de retrouver chez Carassius des variétés
cellulaires ayant les m@mes caractéres que ceux décrits chez les
especes précédentes (OLIVEREAU, 1962, 1963).

Les cellules o (OLIVEREAU, 1963) caractérisées par la présence
de grosses granulations colorables par l'orange G sont PAS,

BA et AF-négatives,

Les cellules érythrosinophiles (OLIVEREAU, 1963), dont les
granulations sont plus fines que celles des cellules x , sont
aussi PAS, BA et AF-négatives,

- Les cellules 3 et y (OLIVEREAU, 1963) présentent de grosses
granulations PAS, BA et AF-positives. La coloration associée

sssleni
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BA-PAS ne permet pas ,d'une fagon nette ,de distinguer si 1l'une
des variétés cellulaires est, comme chez la Souris par exemple,
plus sélectivement colorée par le BA (OLIVEREAU, 1962).

- Les cellules jsont, comme les cellules 5 et X colorables par
le bleu d'alizarine et PAS, BA, AF-positives. Ce sont des cel-
lules anguleuses qui renferment de trés fines granulations
(OLIVEREAU, 1962).

- Enfin, quelques amas de grosses cellules chromophobes sont
localisés a l'entrée des rameaux neurohypophysaires et a la
limite du lobe antérieur et intermédiaire (OLIVEREAU, 1962).

Ainsi, comme chez le Cobaye et la Souris, 1' appli-

cation des colorations histochimigues PAS, BA et AF permet de
classer les cellules de la pars distalis du Cyprin en deux

groupes :

. Groupe des cellules a mucoprotéines :
PAS, BA, AF-positives

- cellules
- cellules B et ¥

. Groupe des cellules & granulations
PAS, BA, AF-négatives

- les cellules érythrosinophiles
- les cellules orangeophiles
- les cellules chromophobes.

c. Répartition des types cellulaires (Planche III)

Les types cellulaires décrits ci-dessus se re-
trouvent dans des zones déterminées de la pars distalis du

Cyprin.
C'est dans la région rostrale que l'on trouve les

cellules érythrosinophiles et les cellules § . La région médio-
ventrale est constituée de. cellules orangeophiles® et de cel=-

lules/ﬂ et Yy -

d. Signification fonctionnelle des types cellulaires

Ainsi, nous venons de voir que l'adénohypophyse
du Cyprin est homologue du point de vue cytochimique de celle
de la Souris et du Cobaye. Mais cette homologie cytochimique ne
nous autorise pas a conclure pour un type cellulaire donné a
1'homologie fonctionnelle (OLIVEREAU, 1963), ainsi gue nous
1'avons fait lors de nos premiéres publications sur ce sujet
(DEMINATTI, 1962 a, b, c). Nous avons donc attribué a tort la
fonction thyréotrope & toutes les cellules PAS, BA, AF-positives

sl wai
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du Cyprin par analogie a celles du Cobaye et de la Souris
(DEMINATTI, 1962 a). En effet, la radiothyroidectomie (OLIVEREAU,
1962) entraine d'une fagon constante une hypertrophie et une dé-
granulation des cellules & situées dans la partic rostrale (pro-
adénohypophyse) : ces cellules deviennent PAS, BA, AF-négatives.
Par contre, la radiothyroidectomie n'entraine que de faibles mo-
difications au nivecau des autres cellules adénohypophysaires, y
compris les cellules PAS+ de la pars distalis proximale (méso-
adénohypophyse) . Cette réaction élective des cellules § ala
radiothyroidectomie conduit donc 3 admettre la localisation de
la fonction thyréotrope dans les cellules & (OLIVEREAU, 1962).
Les résultats de la radiothyroidectomie (OLIVEREAU,
1962) et 1'étude simultanée des variations cytologiques saison-
niéres de l'ovaire et de la préhypophyse (BEACH, 1959) permet-
tent de localiser la fonction gonadotrope dans les cellules PAS,
BA, AF-positives de la région proximale (mésoadénohypophyse)
(OLIVEREAU, 1962, 1963), alors que les cellules orangeophiles
de cette région seraient trés probablement responsables de la
fonction somatotrope (OLIVEREAU, 1963 - OLIVEREAU et ¢oll.; 1965) .
La fonction corticotrope (OLIVEREAU, 1964) serait dévolue & des
petits 1lots cellulaires situés dans la région rostrale (pro-
adénohypophyse) au voisinage du tissu neurohypophysaire. Ces
cellules sont colorables par le bleu d'Alizarine ,et 1'hématoxy-
line au plomb les met spécifiquement en évidence. En effet,
OLIVEREAU (1964) observe, apreés un traitement avec l'aldactone
qui stimule la glande interrénale, l1'hyperfonctionnement de ces
cellules adénohypophysaires caractérisé par leur hypertrophie et
un début de dégranulation.

4 . PREHYPOPHYSE DE MOLLTIENISIA SPHENOPS C.V.

a. Anatomie microscopigue (Planche IV)

L'appareil hypophysaire e¢st constitué du lobe ner-
veux et de l'adénohypophyse. Cette derniére peut &tre décomposée
en utilisant la terminologie de PICKFORD c¢t ATZ (1957) en trois

parties (FOLLENIUS, 1963) :
- la partie glandulaire postérieure ou métaadénohypophyse
- la partie glandulaire moyenne ou mésoadénohypophyse

- la partie glandulaire antérieure ou proadénohypophyse,
méso-et proadénohypophyses constituant le lobe antérieur ou

pars distalis de l'adénohypophyse.

b. Les types cellulaires

Etant donné que nos recherches sur ce Poisson ont
été trés limitées et que la cytophysioclogie des types cellulaires

Y SRR
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n'est pas élucidée chez ce Poisson, nous ne rapporterons que
certaines données concernant les propriétés histochimiques et
tinctoriales, ainsi que la localisation des types cellulaires
(FOLLENIUS, 1963) :

- On observe dans la proadénohypophyse des cellules treés acido-
philes qui prennent l'orange G ou l'éosine,selon la coloration
employée, mais ces cellules sont PAS, BA, AF-négatives
(FOLLENIUS, 1963).

- La partie externe de la mésoadénohypophyse est constituée sur-
tout de cellules PAS, BA, AF-positives et de quelgues cellules
uniquement PAS-positives aprés application de la coloration
associée BA-PAS (DEMINATTI, 1963 b).

- Dans la partie interne de la mésoadénohypophyse, on observe
essentiellement des cellules acidophiles PAS-négatives.

- Enfin, parmi les cellules de la métaadénohypophyse, on ren-
contre quelques cellules PAS-positives, mais BA et AF-négatives.

Ainsi, comme chez les trois espeéces précédentes,
1'application des colorations histochimiques au PAS, BA, AF,
permet de classer les cellules de la pars distalis du Mollienisia

sphenops en deux groupes :
. Groupe des cellules a8 mucoprotéines

- les unes PAS+, BA+, AR+
- les autres PAS+, BA-, AF-

. Groupe des cellules & granulations
PAS, BA, AF-négatives.

c. Répartition des types cellulaires (Planche IV)

Ainsi que nous l'avons déja signalé lors de 1'é-
tude des types cellulaires, les cellules PAS, BA et AF-positives
sont localisées au niveau de la partie externe de la mésoadénchypo-
physe alors gque les cellules PAS-positives, mais BA et AF-négatives
s'observent dans la métaadénohypophyse. Les cellules acidophiles
du type I constituent la proadénohypophyse et les cellules aci-
dophiles du type II forment la partie interne de la mésoadéno-
hypophyse (FOLLENIUS, 1963).

5. CONCLUSIONS

a. Homologies entre les hypophyses des especes étudides

Dans le tableau I, nous présentons les homologies
admises en ce gqui concerne les différentes parties de 1l'adéno-

sostnus
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;Té hypophyse des espéces étudiées, leur dénomination et les types

% cellulaires qui les constituent.

;f; Dans le tableau II, nous résumons 1'étude compa-

;ativa des adénohypcphyses des espéces étudiées en ce qui concer-
ne les propriétés histochimiques et tinctoriales des types
cellulairesetleur dénomination. Pour les deux Poissons, nous

~ rappelons leur localisation.
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Tableau I

Espéce Antéhypophyse - Préhypophyse ou Adénohypophyse
Lobe intermé- Lobe distal
diaire ou ou )
pars intermedia pars distalis
- 2 lobes latéraux et une
Cavia cobava , région médiane 5
(Cobaye) &5 - prédominance des cellules
dans la région médiane
- 2 lobes latéraux et une
Mus musculus région médiane
(var. albinus) del. - cellules{: se rencontrent
(Souris albinos) surtout dans la région ven-
trale de la glande
- proadénohypophyse = région
rostrale ou antérodorsale
. cellules érythrosinophiles
i « cellules cyanophiles
Carassius 3 L.

Métaadéno- i - =his
auratus L. - mésoadénohypophyse = région
T ST 1 hypophyse : S

(Cyprin) proximale ou médio-ventrale
. cellules orangeophiles
. cellules cyanophiles
~ proadénohypophyse
S o T e g . cellules érythroginoPhiles
Mﬁilée:lzli hypophyse . cellules acidophiles type 1
?glazkpMoliy). (12 Snerce - mésoadénohypophyse

d'ilots de . cellules orangeophiles :

cellules cellules acidophiles typeIl

PAST, BA-, - cellules cyanophiles

AF-




' Tableau II
® .
~
A - Groupe des cellules a mucroprotéines
Cobaye Souris Carassius auratus L. Mollienisia sphenops C.V.
Cellules . cellules § . cellulasé . cellules 6 : dans la partie externe de la
PAS + . cellules . cellules 8 proadénochypophyse mésoadénohypophyse
BA + BA+ et AF+ BA+ et AF+ . majorité des cellules
AR + plus faible- plus faible=- cyanophiles de la mé-~
ment ment soadénohypophyse
Cellules « cellules x . cellules ¥ . certaines cellules guelgues cellules
PAS + cyanophiles de la mé- | visibles dans la
BA - soadénohypophyse se- métaadénohypophyse
AF - raient moins BA+ avec
la coloration associée
BA-PAS (OLIVEREAU, 1962)
B - Groupe des cellules & granulations protéigues
Cobaye Souris Carassius auratus L. Mollienisia sphenopsC.V.
Cellule ; = KL,
Ora::)gé;p;siles . cellulesol | . cellules o« |. Eellules visibles dang . cellules acidophiles
a mésoadénohypophyse de la mésoadénohypo-
physe
Cellules . cellules £ 3 ;
St cellules £ - ;ellules localisées - cellules acidophiles
e ans la proadénochy- de 1la proadénochypo~

pophyse

physe




19,

b. Apports des techniques histochimiques sur la con-
naissance de l'activité sécrétrice des cellules
a granulations glycoprotéigques

Ainsi que nous l'avons déja signalé dans l'intro -
duction, les techniques histochimigues ont en général pour but
la détermination de la nature chimique des constituants cellu-
laires et des modalités quantitatives de fonctionnement des cel-
lules, ceci afin de préciser la signification fonctionnelle de

ces cellules.
Nous envisagerons ici les apports dus essentiel-

lement aux colorations histochimigues mises en oeuvre dans ce
travail : la coloration & 1'acide periodique Schiff (PAS) pré-
cédée ou non de la coloration au bleu Alcian a pH 0,2 (BA/PAS),

la coloration au bleu Alcian & pH 0,2 (BA), la coloration a
1'aldéhyde fuchsine (AF).

1) Caractéristiques histochimigues des produits
sécrétés.,

La principale coloration histochimique sur la=-
quelle repose la distinction entre cellules préhypophysaires a
granulations mucoprotidiques et & granulations protéiques est la
coloration au PAS (PEARSE, 1948 - CATCHPOLE, 1949 - HERLANT,
1949) dont on connait 1'intérét pour la mise en évidence des hy-
drates de carbone polysaccharidiques tissulaires (HOTCHKISS,
1948) et des composés tels que la mucine, les glycoprotéines qui

contiennent des hydrates de carbone (Mc MANUS, 1946).
Malgré la spécificité relative de cette coloration

(voir & ce sujet : LISON, 1960 - CURRAN, 1964), on admet que les
cellules préhypophysaires PAS+ synthétisent les hormones de na-
ture glycoprotéique : les hormones gonadostimulantes (FSH et LH)
et thyréostimulante (TSH) (voir & ce sujet les revues

de WERNER, 1963 - HERLANT, 1964 - GOTTSCHALK, 1966). En faveur

de cette correspondance, citons les résultats de l'application

de la réaction au PAS & des hormones purifiées : FSH présente

une réaction PAS positive "in vitro" (MELLORS et HOTCHKISS,

1957 - DEMINATTI et WEILL, 1958) et LH serait faiblement PAS+
pour MELLORS et HOTCHKISS (1957). De plus, l'isolement des gra-
nulations cyanophiles PAS+ (HERLANT, 1952) par la méthode des
ultracentrifugations différentielles confirme leur teneur en hor-
mones gonadotrope et thyréotrope. ZIEGLER et MELCHIOR (1956),
avec la méme technique d'ultracentrifugation différentielle, ob-
tiennent 4 fractions & partir de préhypophyses de Rats : une
fraction nucléaire, une fraction de mitochondries , de grands
granules et un surnageant. Ils trouvent l'activité hormonale
lutéinisante dans la fraction & grands granules, l'activité fol-
liculostimulante principalement dans la fraction a grands granu-
les et le surnageant, mais ils n'ont pas étudié l'activité thyréo-

stimulante. y
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Enfin, les résultats de 1l'extraction par différents solvants de
la totalité ou d'une partie des hormones glycoprotéiques et 1'é-
tude comparative de la réactivité au PAS des cellules correspon-
dantes (BARNETT et coll., 1956) sont aussi en faveur de l'exis-
tence de rapports étroits entre les granulations et les stimu-
lines synthétisées.

En ce qui concerne la coloration a 1l'aldéhyde-
fuchsine (AF) préparée selon GOMORI (1950) ou selon GABE (1953),
Son apport quant & l'identification de la nature biochimique du
substrat est moins précis qgue celui de la coloration au PAS. Pour
HERLANT (1958), 1'AF préparée selon GABE se comporte comme un co-
lorant basique réagissant avec tous les radicaux acides et,dans
le cas particulier de la préhypophyse, avec des radicaux COOH qui
préexistent ou qui sont créés par 1'oxydation au permanganate sul-
furique précsédant la coloration.
Plus récemment, ORTMAN et coll. (1966) arrivent & la méme conclu-
sion en ce qui concerne le mécanisme de la coloration : en effet,
le blocage par la méthylation des groupements COOH créés par
l'oxydation au permanganate sulfurique entraine une abolition de
l'affinité des cellules pourlAF, phénoméne constaté par HERLANT
(1958) ; mais cette affinité peut d'ailleurs &tre récupérée par
un nouveau passage dans une solution de permanganate sulfurique
(DEMINATTI, 1963 a) ou de permanganate & 0,5 % (ORTMAN et coll.,
1966) . Toutes les cellules AF+ étant PAS+, 1l'existence parmi les
cellules PAS+ de cellules AF- indique que les cellules AF- sécré-
teraient des glycoprotéines neutres et les cellules AF+ des gly-

coprotéines acides (HERLANT, 1958).

Les résultats obtenus avec la coloration au bleu
Alcian a pH 0,2 (BA) précédée ou non d'une oxydation au perman-
ganate sulfurigue conduisent a la méme interprétation qu'apss la co-
loration a 1'AF, quant a la présence de groupements COOH dans
les cellules BA+. L'intensité de la coloration serait fonction
de 1'abondance de ces groupements carboxyles. C'est pourquoi la
méthylation (HERLAN, 1958) ou l'action de la sialidase (RACADOT,
1963) sur ces cellules BA+, qui sont toutes PAS+, sont, 1l'une
par blocage des groupements COOH, l'autre par élimination de 1'a-
cide sialique, capables d'abolir l'affinit¥# ‘de ces cellules pdur Jle

ian. ‘ ' imi
bleu Alc I1 faut signaler deux autres méthodes histochimi-

gues qui ont &été appliquées pour l'étude de 1'adénohypophyse :
la méthode de HALE (1946) et l'étude de la métachromasie (HERLANT,
1943).

La méthode de HALE (BELANGER et MIGICOVSKY, 1962 -
CURRAN, 1964 - GABE, 1964) est basée sur l'affinité du fer col-
loidal pour les groupes sulfates des mucopolysaccharides sulfatés
ou l'acide uronique de l'acide hyaluronique. Les résultats obte-
nus avec cette méthode sont superposables & ceux obtenus avec

pwiaifn s
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le BA et la métachromasie (GABE,1964). Toutefois, la spécificité
de cette méthode pour les substances contenant des groupements
S04, COOH ou P04 est trés discutée (IMMERS, 1954).

En ce qui concerne.la métachromasie, qui est si-
gnalétique d'un grand nombre de groupements acides (LISON, 1960),
SLOTWINSKI (1964) examinant la préhypophyse de différentes es-
péces (Lapin, Cobaye, Chien, Chat) ne retrouve pas cette méta-
chromasie des cellules "basophiles" notée par HERLANT (1943).
De plus, aprés application d'une technique de coloration au bleu
de Célestine qui, pour cet auteur, "n'est pas une méthode chimi-
que dans toute 1'importance du mot, mais est presque spécifique
pour les mucopolysaccharides acides", les granulations ne sont
pas colorées.
GRAUMANN et coll, (1962), aprés une étude histochimique de la
préhypophyse humaine,concluent & 1'absence de lipides acides ou
de sulfomucopolysaccharides dans les cellules a granulations
glycoprotéiques.
CORDIER et HERLANT (1957) étudiant 1'adénohypophyse de Xenopus.
laevis, arrivent aux conclusions suivantes quant & la nature
chimique des granulations observées dans les cellules préhypo-
physaires de ce Batracien : les cellules PAS+ , BRA+, AF+, sans
oxydation préalableetmétachromatiques au bleu de Toluidine, ren-
ferment une mucoprotéine fortement acide ; les cellules PAS+ et
BA+, AF+, aprés oxydation, faiblement métachromatiques, contien-
nent une protéine mucopolysaccharidique dont le caractére acide
conféré par l'oxydation est de nature indéterminée mais n'est
pas du & la présence de protéines soufrées.

En conclusion, les colorations au PAS, au bleu

Alcian (STEDMAN, 1950), au BA / PAS (MOWRY et WINCKLER,
1956) , & l1l'aldéhyde fuchsine qui sont des colorations signalé-
tiques de diverses mucoprotéines (HALMI et DAVIES, 1953) et les
résultats ‘de l'étude de la métachromasie (HERLANT, 1943)
sont en faveur de la présence de mucoprotéines acides dans les
cellules préhypophysaires PAS+, BA+, AF+, moins acides dans les
cellules PAS+, BA+, AF- et neutres dans les cellules PAS+, BA-,
AF- (HERLANT,058). Le caractére acide est rapporté i des grou-
pements COOH, principalement de 1l'acide sialique, lequel entre
dans la composition des hormones préhypophysaires glycoprotéi-
ques (voir BATESetCONDLIFFE, 1966) .

2) Etudes histochimiques des modalités quantitatives
de fonctionnement des cellules A granulations

glycoprotéiques.

L'apport des différentes colorations de 1'adéno-
hypophyse,quant au taux d'activité glandulaire de ces cellules,
est fonction des rapports qui existent entre les granulations

-.-/.o-
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cytoplasmiques et les hormones sécrétées (HERLANT, 1962). S'il
existe des arguments en faveur d'une homologation entre granules
et hormones, ainsi gue nous 1l'avons vu dans le paragraphe précé-
dent, il existe aussi des faits opposés & cette identification
qui limitent l'emploi des colorations seules pour apprécier le
taux d'activité fonctionnelle des cellules.

Ainsi, chez le Cobaye, REBEL (196l1),aprés thyroi-
dectomie chirurgicale, observe une accumulation considérable de
matériel AF+ dans les cellules thyréotropes AF+ dont le nombre
augmente. Mais cette accumulation considérable du matériel AF+
ne s'accompagne pas d'une augmentation corrélative du pouvoir
thyréostimulant des broyats préhypophysaires. C'est pourquoi cet
auteur + conclut que le matériel AF+ ne correspond pas nécessai-
rement & une forme active de la thyréostimuline. Rappelons que
D'ANGELO (1963), contrairement & REBEL, observe une augmentation

corrélative du taux de thyréostimuline hypophysaire : cette ob-

servation inverse n'infirme pas la conclusion de REBEL quant a
la nature du matériel AF+.

Chez la Souris, l'augmentation du taux de thyréo-
stimuline dans le plasma (ADAMS, 1946), aprés thyroidectomie,
est concomitante de 1'apparition des cellules de thyroidectomie
(HALMI et GUDE, 1954). Ces cellules de thyroidectomie, pauvres
en granulations spécifiques, proviennent de cellules § gui, nor-
malement PAS+, BA+, AF+, sont devenues faiblement chromophiles :
cette diminution de la chromophilie, due a une excrétion rapide,
est concomitante d'une sécrétion hormonale accrue. En effet, les
observations au microscope électronique de ces cellules (BARNES,
1963) confirment gue les granulations chromophiles sont rares et
que les organites cellulaires de synthése sont trés développés.
Ainsi, chez la Souris, contrairement au Cobaye,la cellule thyréo-
trope hyperactive et riche en hormone nouvelle synthétisée, a
peu d'affinité pour les colorants histochimiques. On est donc en
droit d'admettre, comme dans le cas du Cobaye, que les colora-
tions histochimigques ne mettent pas en évidence une forme active

de la thyréostimuline.

Chez le Cobaye, l'étude de la teneur en ribonu-
cléoprotéines {(RNP) par le test de Brachet au vert de méthyle-
pyronine des différents types cellulaires de la préhypophyse nous
avait conduits a admettre que 1l'abondance de granulations chro-
mophiles n'indique pas nécessairement que la cellule est le
siége d'une intense syntheése protéique (DEMINATTI, 1959). Au
contraire, 1'augmentation numérique des granulations cytoplas-
miques glycoprotéigues ou protéiques semble s'accompagner d'une
diminution du taux des RNP : la cellule chromophobe étant le ty-
pe cellulaire le plus riche en RNP serait en fait le lieu d'une

intense synthése protéique.
.Q./.-.
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V - BUTS ET NATURE DES RECHERCHES

Ainsi, les différentes méthodes histochimiques
indiquent la présence de mucoprotéines plus ou moins acides dans
certaines cellules préhypophysaires, sans toutefois apporter de

précisions quant a leur composition,
De plus, les exemples cités montrent que, quelle

que soit la nature des rapports entre les hormones et les granu-
lations, d'une part, l'intensité des colorations histochimiques
est indéniablement fonction du nombre de granulations mais que,
d'autre part, le nombre des granulations, donc l'intensité de la
coloration, ne permet pas, a elle seulg, de juger du degré d'acti-
vité glandulaire des cellules 3 granulations glycoprotéiques.

C'est donc en vue d'étudier certains aspects de
l'activité sécrétrice des cellules préhypophysaires a granula-
tions glycoprotéiques gue nous avons jugé opportun de procéder a
des investigations en utilisant des radiomolécules.,

En effet, au début de nos recherches, les auteurs

tendaient & admettre la nature COOH des groupements responsables
du caractére acide des mucoprotéines contenues dans certaines
cellules préhypophysaires. Malgré le fait gu'aucun glucide sul-
faté n'est PAS+ (LISON, 1960), nous avons émis 1'hypotheése de la
présence de groupements sulfates dans les cellules préhypophy-
saires PAS+, BA+, AF+. Notre hypothése était justifiée par 1le
fait gque, comme le soulignait LISON en 1960, la positivité simul-
tanée, au niveau d'une structure, de la coloration au PAS, au BA,
a 1'AF, de la métachromasie indique,soit la présence d'un muco-
polysaccharide sulfaté PAS+ inconnu, soit la présence d'un mé-
lange de mucopolysaccharide sulfaté et d'une mucoprotéine neutre,
L'absence, a cette époque, de techniques histochimiques spécifi-
gques permettant d'identifier et de localiser les groupements SOF
en dehors de l'emploi du 35-804 en histoautoradiographie et le
fait que les structures histologiques ayant les caracteéres histo-
chimiques de ces cellules préhypophysaires contenaient des grou-
pements33S 0 4(BESCOL - LIVERSAC, 1958,- DZIEWIATKOWSKI, 1958) nous
ont conduits a employer le radiosulfate pour élucider ce probléme.
Nous avons utilisé d'autres radiomolécules, acides
aminés, glucose, acétate, et appliqué différentes conditions ex-
périmentales (étude in vitro, thyroidectomie, castra tion) pour
confirmer les résultats histoautoradiographiques obtenus avec le
radiosulfate et montrer 1'intér&t de son emploi dans 1'étude du
métabolisme des cellules préhypophysaires PAS+, BA+, AF+. Nos
€tudes in vitro et nos recherches biochimiques et histochimiques
ont eu pour but, d'une part, de confirmer la nature sulfate du
35-5 décelé sur les histoautoradiographies apreés injection de

e



—————————

CARACTERISTI UES DES RADIOMOLECULES UTILISEES

- 35-S04Nay sulfate de sodium sans entraineur,
en solution injectable.; cette solu-
tion contient une proportion de 32-P
de 0,2 pour 1000 : c'est pourquoi la
solution n'est pas utilisée dés ré-
ception, mais aprés un délai de 1 a
2 semaines pour éliminer cette conta-
mination radioactive du 32-P lors de

l'interprétation des résultats.

=~ D.L.~35-8~méthionine : activité spécifique : 5 mCi/mM :
en tube scellé et lyophylisé.

- 131-1I : iodure de sodium sans entraineur ;
en solution de thiosulfate,

- D,L,~Leucine-3H-1-5 : activité spécifique : 1000-5000 mCi/mM ;
solution aqueuse stérile.

- Acétate-3H : activité spécifique : 100-1000 mCi/mM
acétate de Na en solution agueuse,

- L-Phénylalanine-3H-2-3 : activité spécifique : 180 mCi/mM ;
en solution aqueuse,

- D-Glucose-6-3H : activité spécifique : 176 mCi/mM
en solution éthanolique 90 % (New
England Corp.)

Y R



Tableau ITE

MATERIEL BIOLOGIQUE UTILISE ET NATURE DES RECHERCHES EFFECTUEES

Nature de 1a Conditions expérimentales d'étude de l'incorporation
Espéce radiomolécule des radiomolécules dans la préhypophyse et techniques
S
injectée S e R
Etude histoautoradiographique Etudes biochimiques
35—SO4N32 in vivo : témoins males et femelles | in vivo : recherche
- &s traitement au PTU | de la nature biochi-
Cobaye apr :
(Cavia - aprés thyroidectomie mique du 35-8 (inor=-
chirurgicale ganigue ou organi-
cobaya) St .
: : : 2 " : : . gue) aprés injection
35-S-méthionine in vivo : témoins miles et femelles de 35-S04Na.
in vitro
ouris 35-504Na2 in vivo 1.témoins miles et femelles in vivo : recherche
albinos - étude par le test his- | de l1a nature chimi~-
(Mus tochimique de la que du 35-5 (inor-
musculus) méthylation ganique ou organi-
(var. 2.miles gue) aprés injection
albinos) - aprés traitement au PTU| ge 35—SO4Na2
-~ apreés radiothyroidecto-
mie
- aprés castration
in vitro : - aprés 1 a 3 jours de
culture
- aprés 27 jours de
‘culture
1
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Suite du Tableau IIT

35—504Na2

in

vivo @

témoins méles et femelles
et €tude par le test
histochimique de 1a

in vivo : aprés in-
jection de 35—804Na2

i rech z
Cyprin méthylation 1) recherche de la
(Caras- nature organique

" sius ' 35-S-méthionine in vivo £d; ou inorganique
du 35-8
auratus ' ;
L.) 3—H—phényiila~ id. témoins miles et femelles 2} ddentificstion du
a2 ou des substrats
3-H-leucine Sy id. biochimiques qui
: . fixent le 35-50,
3-H-acétate id. id. i
3-H~6-glucose id. id.
Black Molly 35..5045132 in vivo témoins méles et femelles
(Mollienisia . ; .
sphenops 35-S-méthionine id. id.
C.V.)
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VI - RECHERCHES HISTOAUTORADIOGRAPHIQUES

3 TECHNIQUES D' OBSERVATION

a. Technigues histologiques et histochimigues

_ Nous avons appliqué les techniques généralement
utilisées pour 1'étude morphologique de la préhypophyse. En ce
qui concerne la technique histoautoradiographique, nous avons di
adapter cette technique A notre étude, afin de pouvoir établir
e correspondance entre 1a nature histochimique des cellules et
l'intensité dge 153 radioactivité qu'elles contiennent.

1) Fixation

Les piéces qui devaient &tre soumises & 1'étude
hlStoautoradiOQraphique ont été fixées, soit au formol & 10 %
heutralisé par Na OHq%UJ soit au formol-Baker pendant 24 heures.

Sur les piéces fixées au BOUIN - HOLLADE modifié
selon HERLANT (1950) pendant 24 heures, nous avons pratiqué les

colorations couramment utilisées pour étudier la préhypophyse

dont la coloration tétrachromique d'HERLANT. (1960) .
Les thyroides prélevées ont été fixées au liguide

de Helly,
2) Colorations histologiques

Les techniques utilisées ont été 1la coloration
tétrachromique d'HERLANT (1960) pour la préhypophyse et la co-
loration a 1'hématoxyline-&osine pour la thyroide.

3) Colorations histochimigues

Nous avons utilisé les techniques d'analyse que

nous avons signalées antérieurement.
Les colorations au bleu Alcian & pH 0,2 (BA) ou & 1'aldéhyde

fuchsine préparée selon GOMORI (AF) sont toujours précédées

d'une oxydation au permanganate-sulfurique.
La coloration & l'acide periodique-Schiff (PAS) est réalisde

seule ou précédée d'une coloration au bleu Alcian a pH 0, 2

{BA/PAS). . v . - - L]
Ces techniques histochimiques ont é&té appliquées
sur les piéces quelle gue soit la nature du fixateur crmployé.

cvelvas
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b. Techniqgues histoautoradiographigues

La technique histoaut ' i i

: - oradiographique ou autohis-
tgﬁgl?gzapzlq?e (LACASSAGNE et LATTES, 192%) peut se définir
g én & a?alyse topographique de la répartition des ra-=
dioisotopes en histologie" (ZAJDELA, 1957)

1) Principe

_ Elle met & profit la propriété de 1'émulsion pho-
tographlque de noircir sous l'effet d'une radiation. L'émulsion,
soit SOFS forme pelliculaire (méthode du"stripping"), soit sous
forme l}quide (méthode du "coating"), est appliguée sur les
lames histologiques qui portent les coupes d’ordapnés.  Apres
des temps d'exposition variables, on procéde au développement,
l'exémen de la répartition des grains photographiques se faisant
au microscope, soit au faible grossissement, soit au fort gros-
sissement, aprés coloration ou non de la coupe. Le pouvoir de
résolution dépend de la nature et de 1'intensité du rayonnement,
de 1'épaisseur de 1l'émulsion, de la taille des grains de 1'émul-
sion, des modalités de développement et aussi de la taille des
cellules (ZAJDELA, 1957).

Cette méthode ne nous renseigne pas, pour un ra=
dioélément donné, sur la nature de la molécule dans laquelle ce
radioélément est incorporé. A fortiori quand il s'agit d'une
radiomolécule, il apparait indispensable, pour interpréter les
résultats, de connaitre le devenir biochimigque de la molécule
étudiée. C'est pour cette raison que nous avons dtt compléter nos
études avec cette technique par des analyses biochimiques et le

test de la méthylation.
Enfin, le fixateur et les manipulations histolo-

giques utilisés doivent conserver "intact" le substrat histochi-
1'on étudie en le rendant insoluble et immobile. C'est
pour laquelle nous avons utilisé le formol comme fixa-
présente aussi l'avantage de ne pas modifier la sensi-

mique que
la raison
teur, qui
bilité de l'émulsion.

2) Modalités de mise en oeuvre

o~ Autoradiographie en microscopie photonique
pDans ce paragraphe, aprés avoir donné les méthodes
de préparation des lames et d'application des émulsions, nous

exposerons les procédés d'observation gue nous avons utilisés :

- Préparation des lames
Pour chaque organe, les coupes sériées d'une épaisseur de 3 u

sont &talées avec 1l'eau gélatinée a 1 % sur des lames histo-
logiques préalablement trempées dans de l'eau gélatinée a 1 %
et séchées a l'abri de la poussiére. Les lames sont mises &

---/o--
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sécher & 1'étuve 3 37° pendant 12 heures. Passé ce délai, les
lames, apres déparaffinage, puis lavage & l'eau distillée du-
rant 5 minutes, sont mises & sécher avant la pose de l'émulsion
qui se fait en lumidre inactinique.

- Application de 1'émulsion

. Méthode du "coating" (FICQ et coll., 1954)
Nous avons utilisé des émulsions G5 et K5 (ILFORD). Les lames
sont déposées sur une platine chauffante (longueur 79,5 cm,
largeur 24,5 cm) dont la température varie d'une extrémité
(40°C) a 1'autre (20°C). L'horizontalité de cette platine est
vérifiée par deux niveaux A bulles. Une goutte d'émulsion
(chauffée a 40°C) est déposée & une extrémité de la lame, puis
€talée avec une raclette (type BESCOL-LIVERSAC, 1958) qui elle-
méme séjourne dans de l'eau tiédie. Aprés étalement de 1'émul-
sion, les lames sont poussées vers l'extrémité froide de la
platine. Aprés gélification de 1'émulsion dont 1'épaisseur est
alors de 5 u ; les lames sont placées dans des boites étanches

’

en présence d'actigel et stockées a 4°C.

« Méthode du "stripping"
Nous avons utilisé des émulsions pelliculaires AR 50 et AR 1O
(Kodak) , cette derniére étant a grains fins. L'émulsion est
posée selon la méthode de PELC (1957) ; les lames, aprés sé-
chage pendant 12 heures, sont placées dans des boites étanches,

stockées a + 4°C, en présence d'actigel.

- Développement
Aprés des durées d'exposition variables de 2 jours & 5 mois,

suivant les cas, on procéde au développement avec le révéla-

teur D 19 ou D 19 B Kodak. Aprés des temps de développement de
5 a 15 minutes a + 18°C, les lames sont fixées (fixateur acide
Kodak) , lavées plusieurs fois dans l'eau distillée et séchées.

Méthodes d'analyse des autoradiographies et colorations

Les méthodes d'analyse ont été variables ; elles sont d'ail-
leurs fonction non seulement du but recherché, mais aussi du
type de préhypophyse et de l'intensité de la radioactivité.
Ainsi, l'étude topographique de la répartition de la radio-
activité ou l'appréciation globale de son intensité ne néces-
site pas de coloration de la coupe sous-jacente & 1l'émulsion.
Par contre, la détermination de l'intensité de la radioactivi-
té en fonction des types cellulaires nécessite la coloration
de la coupe. Les coupes peuvent &tre colorées avant la pose de
1'émulsion ou apreés le développement. De plus, avec 1l'émulsion
AR 10, il est possible d'enlever 1'émulsion et de la conserver,
puis de colorer la coupe : cette méthode ne permet qu’une étu-
de topographique de la répartition de la radiocactivité, mais

o s v
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Permet d'éliminer les risques de perte de radioactivité ou de
grains pPhotographiques.

Les colorations suivantes ont &té utilisées : glychémalun de
Mayer, vert de méthyle-pyronine, PAS, BA et AF.

- Colorations avant la pose de 1'émulsion :

- PAS

- AF ou BRA 3 PH 0,2 : aprés oxydation au permanganate-sulfurique
Le risque de perte de radiocactivité au cours de l'oxydation et
de la coloration limite 1'emploi de cette méthode, les résul-
tats ainsi obtenus n'étant valables que s'il existe des lames
"témoins" du méme cas.

-—n——-..-——--—-..-——q.-_——.—_m---———--—————u—m———————————m——.q—_‘-—-—

——-.—......—-—-——-—-——_—-—._————r

il est possible de procéder & la prise de clichés photogra-
pPhiques de certaines cellules ou groupes cellulaires ; puis,
aprés enlévement de 1'émulsion avec de l'eau tieéde ou aprés
passage dans une solution de permanganate-sulfurique des lames
qui entraine en méme temps la disparition des grains photogra-
phiques et oxyde les coupes, on peut colorer les lames au BA
ou & 1'AF. La coloration au PAS nécessite une élimination pré-
alable de 1l'émulsion ; ainsi, la comparaison des photographies
des mémes cellules color éeas sans oxydation et colorées apreés
1'oxydation permet d'apprécier 1'intensité de la radiocactivité
de ces cellules en fonction de leur affinité pour le BA, AF,

PAS.
- coloration au vert de méthyle-pyronine :

b i N WS P ORI e i e s e

préconisées par BRACHET (1942) : ici aussi, il est possible de
comparer les clichés des mémes cellules colorées au vert de
méthyle-pyronine, puis colorées au BA, AF ou au PAS.

ae_lréﬁuisgog :

cette fagon de procéder permet de connaitre directement 1'in-
tensité de la radicactivité et l'affinité des cellules pour le
BA. Il faut toujours tenir compte d'une perte éventuelle de ra-
dioactivité consécutive a 1'oxydation car, si la perte totale
ou importante de radiocactivité est facile a déceler en compa-
rant avec des lames témoins, par contre, la perte ou la dimi-
nution sélective du fait d'une structure cellulaire plts labile
est difficile & constater, ce qui limite 1la généralisation de

cette méthode.

En conclusion, pour chaque cas, nous nous sommes
efforcés de répartir les coupes d'un organe sur 4 a 6 lames dont :
- 1 & 2 lames sont oxydées au permanganate-sulfurique, avant

et T LI
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de 1'émulsion
- 1 lame colorée au BA ou AF ou PAS avant la pose de 1'émulsion
- 2 a 4 lames non oxydées, non colorées avant la pose de 1'é-
mulsion,

La coloration au BA & pH 0,2 ayant été la pl?s
utilisée pour colorer les autoradiographies, nous donnons ci-
aprés le processus technique que nous avons appliqué pour cette
coloration :

Lame non oxydée Lame oxydée au

~" permanganate-sulfu-
\\\\\\\ //// rique (1 & 3 mn)
- L///

- pose de l'émulsion

}

exposition a + 4°C

- développement 10°

|

ringages et séchages successifs

l
- passage dans formol & 10 % pendant

1 & 3', afin de durcir 1l'émulsion
lavage a l'eau distillée

l
- passage dans le BA & pH 0,2 :

10 a 20'

lavage a 1l'eau distillée

- coloration au glychémalun : 5 3 10'

lavage a l'eau courante

- déshydration - Toluéne - montage au
baume de Canada.

f3- Autoradiographie en microscopie électronique

Nous avons utilisé, sans aucune modification, la
technique de GRANBOULAN (1965) tant pour la préparation des lames,
l'application de 1l'émulsion L4 ILFORD, que la coloration des
coupes au nitrate de Plomb selon REYNOLDS (1963) .
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Nous avons, au préalable, identifié& les cellules

BA+, AP+, en procédant a l'analyse comparative de plusieurs
coupes voisines : l'une semi-fine est examinée au microscope
photonique, aprés oxydation au permanganate-sulfurique et colo-
ration au BA ou & 1'AF, l'autre coupe fine est soumise a 1l'exa-
men au microscope électronique aprés coloration (Planche IX) .

3) Ses applications & 1'étude de 1'adénohypophyse

Cette technigue, appelée plus simplement autora-
diographie, a été appliquée par de nombreux auteurs a l'étude de
la préhypophyse chez différentes espéces.

Ainsi, LEBLOND et coll. (1957) constatent, chez
le Rat, avec la 35-S-méthionine, que la préhypophyse est le lieu
d'une synthése protéique.

BESCOL-LIVERSAC (1958) note, chez le Rat, une in-
corporation de 35-S0; dans les travées conjonctives. Aprés in-
Jection de 131-I triiodothyronine, chez le Cobaye, le lobe an-
térieur est plus radiocactif que le lobe postérieur, la radio-
activité étant faible 3 leur niveau aprés injection de 131-I-

thyroxine (FORD et GROSS, 1958).
GOSLAR et SCHULTZE (1958) observent, chez le

Lapin et le Rat, une incorporation de 35-S dans 1l'adénohypophyse
apreés injection de 35-S-cystine ou de 35-S-méthionine. Aprés in-
jection d'acides aminés soufrés marqués au 35-S, le lobe anté-

rieur, chez le Lapin, apparait plus radiocactif que le lobe pos-

térieur (OEHLERT, SCHULTZE et MAURER, 1958).
SLOPER, ARNOTT et KING (1960) notent une fixa-

tion de 35-S dans la pars distalis du Rat aprés injection par
voie sous-rachidienne de 35-S-cystéine, de 35-S-méthionine :
par contre, 1ils n'observent pas de localisation évidente dans
1'adénohypophyse de 35-S aprés injection de 35-SO4Na2.
FORD et coll. (1961) ont étudié 1l'incorporation du 35-5 dans la
préhypophyse du Rat aprés injection de 35-S-cystine.
FLAMENT (1961), chez le Rat, n'observe pas de marquage de l'adé-
nohypophyse aprés injection par voie sous-durale de 35-S-méthio-
nine ou de 35-S-cystéine.

LERAY (1963) étudie les variations topographiques
de l'intensité du marquage suivant les zones hypophysaires apreés
injection de 35-S-cystéine chez un Téléostéen, le Mugil Cepha-

ius L. 8IPERSTEIN (1963) met en évidence, chez le Rat,
en utilisant la glycine tritiée, un renouvellement rapide des
protéines dans les "cellules d'adrénalectomie". De méme, dans
les cellules thyréotropes du Rat, 1'incorporation de proline
tritiée est augmentée, mais diminuée dans les cellules gonado-
tropes aprés thyroidectomic (DUCOMMUN, 1965) . KNUTSON (1966), en
utilisant la 1l4-C-adénine conclut que, chez le Rat, les cellules
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chromophobes sont impliquées dans la synthése de la cortico-

stimuline,
FAND et SPENCER (1965) trouvent une discréte in-

corp?rati?n de testostérone dans les cellules préhypophysaires
humaines in vitro,

Avec la 3-H-cytidine, DHOM et STOCKER (1965) mon-
tf?nt‘ chez le Rat, que le taux de synthé&se des ribonucléopro-
téines est élevé dans les cellules chromophobes, faible dans les
cellules acidophiles et a une valeur intermédiaire dans les cel-
lules thyyéotropes €t gonadotropes ; la castration entraine une
augmentation de ce taux de synthése dans les cellules gonado-
tropes, mais la thyroidectomie diminue celui des cellules thyréo-
tropes apreés thyroidectonmie.

DHOM et STOCKER (1964) ont étudié avec la 3H~-thymidine le renou-
vellement des cellules préhypophysaires chez le Rat.

NAKAMURA et coll. (1963), avec la 3H-thymidine, montre que 1'hé-
patectomie partielle chez le Rat entraine une augmentation des
mitoses au niveau des cellules adénohypophysaires.

PETROVIC (1965), en utilisant la C-1l4-thymidine
et des acides aminés tritiés (tryptophane, leucine, phénylala-
nine), conclut que, dans la préhypophyse de Cobaye placée en
culture, les cellules se divisent et les cellules & prolactine
sont le lieu de la plus intense synthése protéique.

L'autoradiographie en microscopie électronique
n'a €té gque peu utilisée jusqu'a présent.,

Citons RACADOT et coll. (1965) qui, de l'étude de
l'incorporation de 3H-leucine, chez le Rat, concluent que, dans
les cellules préhypophysaires, les grains de sécrétion prennent
naissance dans l'appareil de Golgi a partir des protéines syn-

thétisées auparavant dans l'ergastoplasme.
Avec la 3H-thymidine, FOLLENIUS (1964) a étudié

les sites d'activité mitotique de 1'hypophyse d'un Poisson,

Lebistes reticulatus R.
FOLLENIUS (1967) observe, aprés injection de DL~

noradrénaline 3H-7, chez l'Epinoche femelle adulte (Gasterosteus
aculeatus),un margquage autoradiographique sélectif des cellules

acidophiles de la mésoadénohypophyse.
Chez ce méme Poisson, aprés injection de 3H-phénylalanine, 1'in-

tégration de cet acide aminé est élevée dans les cellules i
grains denses de la partie rostrale, dans celles de la pars
distalis proximale ainsi que dans les cellules claires de la

pars_ intermedia (FOLLENIUS, 1968) .
PIXIER-VIDAL et PICART (1967) ont étudié l'utili-
sation de DL-leucine tritiée par les cellules de 1'hypophyse du

Canard in vitro.
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2. ETUDE HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE DE L'ADENOHYPOPHYSE DE COBAYE

a. Buts des recherches

C'est pour vérifier notre hypothése de la présence
de groupements sulfate dans les cellules PAS+, BA+, AF+ (voir p.6)
que nous avons étudié, avec la technique histoautoradiographique,
la répartition du 35-5 dans la préhypophyse de Cobaye normal ou
thyroidectomisé, aprés injection de 35-504Na;.
Mais a la suite de 1la constatation de 35-8 organigue dans l'adéno-
hypophyse aprés injection de 35-S04Nas par 1l'analyse biochimique,
nous avons décidé d'arréter nos recherches sur cette espéce
aprés avoir étudié, avec la technique histoautoradiographique,
la répartition du 35-s injecté sous la forme organique de la
35-S-méthionine, les recherches in vitro avec la 35-S-méthionine
ayant l'avantage d'offrir au parenchyme préhypophysaire une guan-
tité importante de radiomolécules.

Il sera donc fait état dans ce chapitre de nos re-
cherches histoautoradiographiques sur 1'incorporation du 35-5
dans la préhypophyse du Cobaye, tant in vivo gu'in vitro, en
utilisant du 35~S sous fcrme de 35-S04Na2 ou de 35-S-méthionine.

b. Matériel biologique et méthodes expérimentales

1) Choix et nombre d'animaux

Nous avons utilisé, pour l'ensemble des cxpérien-
ces,menées sur cette espéce, 57 Cobayes miles et femelles de

150 & 360 gr.

2) Nature des radiomolécules utilisées,conditions
expérimentales, technigques 4d'étude

o~ Sulfate de sodium marqué au S§-35

R S D SR T S S e S D W S e s o S — "

Les doses de 35-S504Na, injectées par voie intra-
péritonéale ont été de 1 & 5 microcuries par gramme de poids cor-

poged . Nous avons utilisé 27 Cobayes miales et femelles,
dont 6 avaient été thyroidectomisés chirurgicalement 20 jours
avant 1l'injection et 4 avaient subi un traitement préalable au
propylthiouracile *(PTU) sous forme de poudre mélangée 3 la nour-
riture pendant 3 semaines.

Les autopsies ont été pratiquées & des délais variables 4 h,

6 h, 24 h aprés 1l'injection. Les hypophyses ainsi que d'autres
organes (moelle osseuse, thyroide, pancréas, intestin) ont été
fixés au formol & 10 % ou au formol-Baker en vue de leur étude

histoautoradiographique.
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)9— DL-méthionine marquée au S-35

T — S S S ———— . — - ————

Coette radiomolécule a été utilisée dans des ex-
périences in vivo et in vitro.
- Etudes in vivo : nous avons utilisé 24 Cobayes miles
et femelles. Les. doses de 35-S-méthionine injectées ont &té de
1 puC-a 0,5 uC par gramme de poids corporel. Les autopsies ont

&té pratiquées a des temps variables : 10mn, 20 mn, 1 h, 3 h,

4 h, 24 h, 3 jours, 4 jours, 5 jours aprés l'injection intra-
péritonéale, Les hypophyses ont été fixées au formol & 10 % ou
au formol-Baker en vue de leur &tude histoautoradiographique.

- Etudes in vitro : de petits fragments prélevés dans

les différentes zones de la pars distalis de la préhypophyse de
6 Cobayes ont été mis en survie soit dans du ligquide de"TYRODE"

soit sur un milieu de culture gélosé préparé selon WOLFF et
HAFFEN (1952) . La quantité de 35-S-méthionine ajoutée aux milieux
de culture a été de 1 »C par ml de milieu. Aprés des délais de
survie de 1 h, 3 h, 4h, 5 h, 6 h, 7 h, les fragments de préhy-
pophyse ont été fixés au formol a 10 % ou au formol-Baker en vue

de leur étude histoautoradiographique.

c. Résultats expérimentaux

1) aprés injection de 35-504Na, (DEMINATTI, 1961 a
1962 a)

L'examen, & un faible grossissement, du complexe

hypophysaire des animaux témoins, met en évidence une radiocacti-
vité plus intense au niveau des lobes antérieur et intermédiaire

que postérieur. _ SR _ St SO
L'étude des coupes exposées durant de longs délais

ater, uniquement dans la région antéro-médiane du

permet de const
une con-

lobe antérieur, la présence de zones qui sont le lieu d°
centration de 35-S attestée par l'abondance des grains photogra-
phiques dans l'émulsion photographique..Ces zones sont d'autant
plus évidentes que le délai entre 1'injection et l'autopsie est
plus long et que la dose de radiosulfate injectée est plus forte,
Sur une méme coupe, ces zones,dont l'intensité du noircissement
différe, sont de taille variable et leur nombre généralement
faible varie d'une coupe & l'autre. En dehors de ces zones, les
grains photographiques sont en nombre plus faible et ont une ré-
partition uniforme. L'analyse de ces zones intensément radioac-
tives montre qu'elles correspondent 3 des cellules isolées ou
groupes cellulaires qui sont colorables par le BA, 1'AF et le

L



Planche V

Fig. 1 - Histoautoradiographie d'une partie de région antéromédiane de
la préhypophyse d'un Cobaye de 280 gr. apres administration de
35-80,Na, (100 uC). Autopsie 24 h aprés 1'injection. Gross.:X 60C

Fié.Qz-QLMﬁme région que’fi
e S : g. 1 aprés coloration 31!
i rd:s,'cllcll;lés liet 2 permet de constater que 121;'-223 T
~rse o0 9ralns photographiques sont les plus abondants ' ¢ Lol ol les
. des zones AF+. Gross. : X 600 , S correspondent a
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PAS. Par ailleurs, sur une méme coupe, on rencontre aussi des
cellules ayant ces propristés histochimiques au-dessus desquelles
le nombre des traces est faible (Planche V).

e Enfin, la thyroidectomie chirurgicale ou chimique
ne modlf}e Pas ce phénoméne du point de vue de la nature des cel-
lules gul‘flxent intensément le 35-S. Précisons gue la recherche
de variations quantitatives de cette incorporation dans les cel-
lules BA+, avec 1a technique autoradiographique, nous est appa-
rue aléatoire chez cette espéce, 3 la suite des résultats de
1'analyse biochimique des préhypophyses indiquant la présence de
35-S organique en quantité notable et variable aprés injection
de radiosulfate,

2) aprés injection de 35-S-méthionine (DEMINATTI,
1961 b)
L'examen, & un faible grossissement, des autora-
diographies du complexe hypophysaire montre, comme dans le cas
des injections de radiosulfate, que la radioactivité est plus
intense dans le lobe antérieur et intermédiaire gue postérieur,
Au niveau du lobe antérieur, la répartition des grains photogra-
phigues correspond & la structure cordonale de ce lobe et pré-

sente des densités variables.
Aprés coloration au vert de méthyle-pyronine, il

est facile de constater que,quel que soit le délai aprés 1l'injec-
tion, les zones cellulaires a plus forte densité de grains sont
les plus riches en matériel pyroninophile. Ainsi, le noircisse-
ment de l'émulsion est plus intense au niveau des régions postéro-
latérales qui sont, par ailleurs, les plus riches en matériel
pyroninophile. De plus, contrairement & ce gue l'on observe apres
injection de 35-S0yNa,, nous ne retrouvons pas de zones intensé-
ment radiocactives , quels que soient les délais expérimentaux,
dans la région antéro-médiane ol les cellules AF+ sont localisées.

3) étude in vitro en présence de 35-S-méthionine
(DEMINATTI, 1961 a) ESN N T

Les résultats sont identiques & ceux obtenus
in vivo, quels gque soient l'origine du fragment (zone antéro-
médiane ou postéro-latérale), les délais cxpérimentaux et les
conditions de culture; l'intensité de 1'incorporation du 35-8

est fonction de la pyroninophilie cytoplasmique.

d. Conclusions générales

Ainsi, dans la préhypophyse de Cobaye, 1'incorpo-
ration de 35-S injecté sous forme de 35-SO4Na2 est plus intense
dans les cellules PAS+, BA+, AF+ que dans les autres variétés
cellulaires. Par contre, 1'incorporation du 35-§ injecté sous

suefaan
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forme de 35-S-méthionine ou in vitro a lieu principalement‘dags
les cellules chromophobes riches en ribonucléoprotéines, témoins
d'une intense synthése protéigue et non dans les cellglgs AF+.
L'étude comparative de ces résultats indique une_part1c1pat10n
préférentielle du S sous forme de SOf au métabolisme des cellu-

les AF+, contrairement aux autres variétés cgllulaires. .
Cette m@me intense incorporation de 35-S,apres

injection de 35-SOyNa, dans les cellules AF+ d'animaux thyroi-
dectomisés, nous permet de préciser que la thyroidectomie ne mo-
difie pas qualitativement ce phénoméne et que les cellules con-
cernées ont la fonction thyréotrope (voir page 8) _

Mais, avant d'entreprendre une étude de la vi-
teésse du renouvellement du 35-S04, il nous a paru opportgn d?.
procéder i une analyse biochimique de la préhypophyse afin d'i-
dentifier la forme chimique du 35-S aprés injection de 35-S0,Na,.
En fait, les résultats de 1'analyse biochimigue gue nous rappor-
terons dans le chapitreVilInous ont conduits & ne pas poursuivre
nos recherches chez le Cobaye. Mais les résultats biochimiques
n'infirment pas la notion d'une participation des groupements
S04 au métabolisme des cellules AF+. En effet, 1'étude d'autyeé
organes, lieux d'une intense synthése protéique, dont les acini
pancréatiques, montre gue l'injection de 35—SO4Na2, contraire-
ment a l'injection de 35-S-méthionine, n'est jamais suivie d'une
intense incorporation de 35-S dans ces organes, ce qui montre
bien qu'aprés injection de radiosulfate, la majeure partie du
35-8 décelé sur les histoautoradiographies correspond a du

35-804.

3. ETUDE HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE DE L' ADENOHYPOPHYSE DE SOQURIS

a. Buts des recherches

Comme pour le Cobaye, nos recherches chez la
Souris ont eu pour but de vérifier notre hypothé&se de la parti-
cipation de groupements sulfate au métabolisme des cellules pré-
hypophysaires PAS+, BA+, AF+. L'analyse biochimique (voir p. 68)et
les résultats du test histochimique de la méthylation (voir p. 63)
nous permettant d'affirmer cette participation, nous avons jugé
opportun dfétudier cette participation dans certaines conditions
expérimentales : aprés thyroidectomie ou castration.

Ces recherches, chez la Souris thyroidectomisée
ou castrée, ont aussi été entreprises en vue de préciser la na-
ture fonctionnelle des cellules BA+ riches en groupements 35-S04.
A cet effet, nous avons mis 3 profit l'existence de variations
fonctionnelles consécutives 3 1a thyroidectomie ou 3 la castra-
tion, lesquelles entrainent un hyperfonctionnement respective-
ment des cellules thyréotropes et gonadotropes (voir p,11).

S S T
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Le but des recherches in vitro avec le radio-
sulfate a été, d'une part, de déterminer la nature organique ou
inorganique du 35-S décelé dans les cellules BA+ et, d'autre
part, de rechercher les variations de 1'incorporation du 35-S0y,
dans les cultures 3 long terme gui entraine une diminution de la
sécrétion hormonale (SCHABERG, 1961 - PETROVIC, 1963).

b. Matériel biologique et méthodes expérimentales

1) Choix et nombre d'animaux

Nous avons utilisé au total 574 Souris. Seules
les préhypophyses de Souris miles ont été étudiées apreés thy-

roidectomie chimique, radiothyroidectomie ou castration, ceci
pour des raisons invoquées lors de 1'étude histophysiologique

de la préhypophyse de cette espéce,

2) Nature des radiomolécules utilisées, conditions
expérimentales

c(- Recherches in viv

- Sulfate de sodium marqué au 35-S

- Souris normales

Cette étude porte sur 398 8Souris miles et femel-

les de 18 a 25 gr.
Les doses de radiosulfate injectées par voie

intrapéritonéale sont trés variables, soit 1 uC, 5 pc, 10 uC
par gramme de poids corporel, soit 100 uC, 150 uC; 200_pC, 3OOJFC
par animal. Mais la dose injectée est identique pour un groupe
de 5 a 10 Souris qui sont autopsiées, soit aprés un méme délai,
soit & des délais variables, les délais utilisés dans les deux
cas étant de 15 mn, 30 mn, 1 h, 5 h, 24 h, 48 h et 72 h.
Cette fagon de procéder permet, d'une part, de mettre en évi-
dence des variations individuelles éventuelles et,d'autre part,
d'étudier les variations de 1l'incorporation du radiosulfate en
fonction du temps. Lors de l'autopsie, nous avons prélevé, en
vue de 1°étude histoautoradiographique, 1'hypophyse et un frag-
ment de la portion terminale du tube digestif : ces organes
sont fixés au formol a 10 % ou au formol-Baker. Les coupes d'hy-
pophyse et de rectum du méme animal sont placées cdte & cdte
sur les mémes lames.

Parmi ces cas, 10 ont été utilisés en vue de
1'étude histochimique par le "test de la méthylation" (voir
techniques histochimiques) .

La thyroidectomie chimique a été réalisée chez
e T
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118 Souris males de 18 & 22 gr. en utilisant le propylthioura-
cile (PTU) * sows forme de poudre mélangée aux graines (blé) a la
dose approximative de 0,1 %. Des lots de 5 & 10 Souris gardées
dans une méme cage ont ainsi été traitées pendant 21 jours,

1l mois et 2 mois. A 5 ou 10 Souris traitées et provenant d'une
méme cage, ainsi que des Souris témoins, on injecte
simultanément une quantité identique de la méme solution de
radiosulfate : 100 uc, ZOO'pC ou 300 uC par animal, suivant }es
lots. Les autopsies des Souris traitées et témoins sont prati-
quées a des délais variables : 15 mn, 30 mn, 1 h, 5 h, 24 h,

48 h, 72 h, Dans les cas de lots ne comprenant gue 5 8ouris ou
moins traitées, les autopsies sont faites, soit aprés un méme
délai, soit & des délais extrémes de 15 mn, 30 mn, 1 h et 72 h.

Dans chaque cas, 1'hypophyse et le rectum ont été prélevés et

fixés au formol & 10 % ou au formol-Baker en wvue de leur étude

histoautoradiographique, ainsi que la thyroide qui est prélevée
et fixée pour vérifier histologiquement l'action du PTU.

La radiothyroidectomie par 1'I-131 est obtenue
aprés injection de 200 uC de 131-1I.
29 Souris méles de 18 & 24 gr. ainsi traitées ont regu une injec-
tion unique de radiosulfate un mois aprés l'injection de radio-
iode, A chacun des groupes formés de 5 & 6 Souris traitées et
de 5 & 6 Souris témoins, approximativement de méme poids, nous
avons injecté la méme dose de radiosulfate : 200 ou 300 uC par
animal suivant les groupes. Les délais expérimentaux, le maté-
riel fixé ainsi que les modalités de fixation et d'étude, sont
par ailleurs identiques & ceux appliqués aux Souris thyroidec-

tomisées par voie chimique.

Souris castrées

29 souris mdles, un mois apr@s la castration et
réparties par groupes de 5, ont regu, en méme temps que des Sou-
ris males normales, une injection unique intrapéritonéale de
radiosulfate. Les doses injectées ont été de 100 ncC, 200 uC ou
300 uC suivant les groupes. Lors des autopsies des Souris té-
moins faites 15 mn, 30 mn, 1 h, 5 h, 24 h, 72 h aprés l'injec-
tion, l'hypophyse et une portion du tube digestif terminal sont
prélevées en vue de leur étude histoautoradiographique. De plus,
un lobe thyroidien est prélevé pour contrdler histologiguement

l'activité fonctionnelle de la thyroide.

)9- Recherches in vitro
- T ————

La connaissance de la présence éventuelle de 35-§
organique provenant du métabolisme des bactéries intestinales,
aprés injection de radiosoufre sous forme de sulfate, chez les
Mammiféres (PEARSON,1956), nous a conduits i étudier, par la

R e
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technique histoautoradiographique, la préhypophyse de Souris
placée dans les conditions de la culture organotypique sur mi-
lieu semi-synthétique additionné de radiosulfate, ce gui permet
d'éliminer cet apport éventuel de 35-S organigue.

De plus, la constance de l'apport en groupements 35-S04 dans les
explants permet de rechercher les modifications éventuelles de
l'intensité de 1'incorporation du 35-504 dans les cellules en
fonction de la durée de la culture.

Au cours de ces expériences, nous avons utilisé
la technique de culture organotypique sur gélose de WOLFF et
HAFFEN (1952) ou en tubes tournants (8 révolutions par heure)
sur milieu semi-synthétique selon PETROVIC (1961) additionné
de 20 microcuries de radiosulfate par ml. Ce milieu comporte
10 % de sérum de Poulain et 90 % d'une solution synthétique pré-
conisée par LEPINE et ses collaborateurs (1956), qui comprend
la solution saline de HANKS, un hydrolysat enzymatique acide de
caséine et de lactalbumine, enrichi de glutamine et de cystéine,
ainsi gue des vitamines hydrosolubles.

Nous avons ré@alisé des cultures a court terme et
des cultures & long terme a partir de 90 préhypophyses.

Pour les cultures a court terme, les fragments de pars distalis
provenant de la méme préhypophyse sont placés d'emblée en pré-
sence du milieu additionné de radiosulfate et aprés des délais
de 24 h, 48 h ou 3 jours, les fragments sont fixés soit au for-
mol & 10 %, soit au BOUIN-HOLLAND:E modifié selon HERLANT (1950) .
Dans les cas de cultures a long terme, nous n'avons utilisé que
la technique sur gélose. Aprés des délais de 24 & 27 jours, les
explants sont placés pendant 3 jours sur des milieux additionnés
de 20 microcuries de radiosulfate par ml, puis fixés comme ci-
dessus.

Dans tous les cas, seuls les explants fixés au formol ont &té&
soumis a 1'étude autoradiographique. Sur les fragments fixés

au BOUIN-HERLANT, nous avons pratiqué les colorations au PAS, BA

et tétrachrome d'Herlant.

c. Résultats expérimentaux

1) Etude histoautoradiographigue de 1'incor oration
du radicsulfate dans 1la préhypophyse, in vivo et
in vitro, chez Ta Souris normale

1962 a ~ 1965)

Comme chez le Cobaye, l'examen comparatif des
autoradiographies et des coupes colorées de préhypophyses per-
met de constater, aprés injection de radiosulfate, une incor-
poration de 35-S dans l'ensemble du parenchyme et 1l'existence

Sl v s



41.

de zones parenchymateuses éparses plus radioactives dans les
lobes latéraux et médian qui correspondent & des cellules BA+,

PAS+, AF+, , e b 10 , oy
Certalnes précisions guant a 1l'intensité de cette

incorporation peuvent &tre apportées, d‘une part, par 1'examen
des autoradiographies colorées au BA ou au PAS et, d'autre part,
par l'étude de préhypophyses de Souris d‘un méme lot, c'est-a-
dire autopsiées a des temps variables aprés 1'injection d'une
méme dose de radiosulfate et dont la durée d'exposition des
coupes a été identique.

- Ainsi, 15 mn aprés l'injection, on observe quel-
ques rares grains photographiques sans localisation précise et,
parfois avec des doses de 300 uC, 1l'examen a un fort grossis-
sement montre quelques rares cellules polygonales BA+ au niveau
desquelles les grains photographiques sont plus nombreux. Cette
intensité cxcessivement faible de la radioactivité dans la pré-
hypophyse contraste avec celle déja importante des cellules a
mucus de l'intestin, ol la radioactivité est d'ailleurs locali-

sée & la base des boules de mucus.
- 30 mn et 1 h aprés l'injection, la guantité de

35-8 décelé dans la préhypophyse reste encore faible et, avec
des fortes doses de radiosulfate, une plus forte concentration
de 35-S peut déja, a un faible grossissement, &tre décelée dans
quelgues-unes des cellules BA+ visibles. Mais la guantité de
35-S incorporée dans ces cellules BA+ est encore trés faible par
rapport aux cellules a mucus de l'intestin au niveau desquelles
le 35-5 est encore localisé a la base des boules de mucus,
L'étude des autoradiographies de cas de 15mn, 30 mn et 1 h
colorés au PAS avant la pose de l'émulsion photographique mon-
tre nettement que 1l'incorporation de 35-8 n'intéresse pas toutes
les cellules PAS+. De plus, il n'existe pas de corrélation cons-
tante entre 1l'intensité de la radioactivité et 1'intensité de

la coloration au PAS.: les cellules riches en 35-S sont les
unes faiblement PAS+, les autres intensément PAS+.

- 5 h aprés l'injection, l'augmentation globale du
noircissement de l'émulsion indique 1'augmentation du taux de
35-8 incorporé dans l'ensemble du parenchyme préhypophysaire.

Dans les cas d'injection de 100 uC, 200 ou 300 uC,
la présence de guelques zones plus radioactives est toujours ob-
servée. Ces zones correspondent a des cellules PAS+, intensément
BA+, qui présentent des degrés de noircissement variables au
niveau d'une méme coupe. On peut rencontrer une ou deux zones
dont le noircissement est comparable a celui des boules de mucus
de l'intestin, lesquelles sont d'ailleurs entiérement cachées
par les grains photographiques.

Enfin, pour une méme dose injectée, on observe
des différences d'un amimal & l'autre en ce qui concerne 1l'in-
tensité du noircissement et le nombre des zones intensémant

cwud wva
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radiocactives,

- 24 h aprés l'injection, le noircissement de 1'é-
mulsion est, pour l'ensemble du parenchyme, plus important que
celui des cas autopsiés 5 h aprés l'injection. En ce gui concerne
les cellules PAS+ et BA+, on note gu'au niveau d'une méme préhy-
pophyse, l'intensité de la fixation de 35-S différe d'une cellule
a l'autre : en effet, comme dans les cas de 5 h, on rencontre des
cellules intensément radioactives, des cellules plus faiblement
radioactives et des cellules dont 1'intensité de la radioactivité
est égale & celle des cellules BA-.

Comme dans les cas de 5 h, en plus de ces variations de 1'inten-
sité du noircissement d'une cellule BA & 1'autre au niveau d'une
méme préhypophyse, il faut signaler. pour une méme dose de radio-
sulfate et un méme temps d'exposition, les variations du nombre
des cellules BA+ intensément radioactives et de cette intensité
d'un animal & 1l'autre. Mais 1'intensité du noircissement de 1'é-
mulsion au niveau des cellules BA+, les plus riches en 35-5, n'ap-
parait pas plus importante que celle des cas autopsiés aprés 5 h ;
de plus, elle reste inférieure & celle trés élevée des cellules

a mucus de 1l'intestin.

- Enfin, 1'étude des cas autopsiés 48 ou 72 h apres
1'injection ne montre pas de faits nouveaux. Mais précisons que
dans les cas de 72 h, les cellules les plus radioactives sont
intensément BA+ et sont nettement discernables car 1l'intensité
de leur radioactivité est toujours trés importante et que le noir-
cissement de l'émulsion en rapport avec le reste du parenchyme
a diminué d'intensité. Dans ces cas, la comparaison du degré de
noircissement de ces cellules BA+ et des cellules a mucus de
l'intestin indique que l'intensité de la radioactivité de cer-
taines cellules BA+ préhypophysaires peut &tre supérieure ou éga-
le & celle, d'ailleurs trés diminuée., de nombreuses cellules &
mucus de l'intestin. Enfin, comme aprés les autres délais utili-
sés, la coloration au PAS confirme que cette intense incorpora-
tion de 35-8 nfintéresse pas toutes les cellules PAS+.

Conclusions

L'ensemble de ces résultats,chez la Souris normale,
nous permet de constater que l'injection de radiosulfate est sui-
vie d'une incorporation de 35-S dans toutes les cellules préhypo-
physaires, mais qu’une fixation plus intense a lieu dans certai-
nes cellules qui sont BA+, PAS+, AF+. Pour une méme préhypophyse,
l'intensité de la fixation de 35-S8 dans ces cellules BA+, est
variable d'une cellule & l'autre. Cette intensité, faible ou nulle,
si le délai entre l'injection et l'autopsie est trop bref (15 mn,
30 mn, lh), est encore élevée 72 h aprés 1l'injection, contraire-
ment & ce que l'on observe au niveau des cellules & mucus de 1'in-
testin (JENNINGS et FLOREY, 1956) . Cette différence entre la
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préhypophyse et l'intestin est en faveur d'un renouvellement du
35-8 plus lent dans ces cellules BA+ préhypophysaires que dans

les cellules & mucus de l'intestin. De plus, le fait gque 1la
presque totalité du radiosulfate injecté est éliminée de 1'or-
ganisme 48 h et 3 fortiori 72 h aprés l'injection (DZIEWIATKOWSKI,
1949 a, b).est aussi un argument en faveur d'un renouvellement
lent du 35-S dans ces cellules préhypophysaires.

En ce qui concerne la nature fonctionnelle de ces
cellules préhypophysaires gui fixent intensément le 35-S, nous
ne pouvons, sur la seule base des critéres morphologiques, his-
tochimiques ou numériques, affirmer leur nature fonctionnelle:.
Précisons toutefois que ces cellules intensément BA+, AF+, PAS+
ont le plus souvent une forme polyédrique, caracteres gui sont
en faveur de leur nature thyréotrope.

C'est donc en vue de préciser la nature fonctionnelle de ces
cellules que nous avons recherché liexistence de variations du
taux d'incorporation du radiosulfate (thyroidectomie, castra-
tion, et in vitro) en fonction de modifications experlmentales
du métabolisme des différentes cellules BA+.

jg— Etude in vitro (DEMINATTI, 1965, 1967)

———— e " e S

D T e .

Dans les cas de cultures a court terme sur gélose
ou en tubes tournants, l’application des techniques de colora-
tion tétrachromique d'Herlant, PAS, BA, montre la conservation

de toutes les variétés cellulaires chromophiles. s
Dans les cas de cultures a long terme, les colo-

" rations utilisées nous permettent de constater gue les explants
sont formés de nombreuses cellules dépourvues de granulations
chromophiles, de cellules orangéophiles et de quelques cellules
PAS+, BA+ isolées ou groupées, plus ou moins abondantes sui-
vant les explants. Les explants sont toujours délimités par une
"membrane” formée de cellules de nature glandulaire identique

a4 celle observée par PETROVIC (1961) chez le Cobaye. Le vieil-
lissement des explants est caractérisé par une réduction

de leur volume . et histologiquement on note 1'abondance dans
certains explants de noyaux pycnotiques associéo i une diminu-
tion du volume des cellules. Ainsi, aprés plusieurs semaines de
culture, presque tous les explants préhypophysaires de Souris
contiennent comme la préhypophyse in situ des cellules colora-
bles en bleu par le tétrachrome d‘Herlant, PAS+ et BA+.

=~

Cultures a court terme (Planche VI, fig, 5 et 6)
Quel que soit le procédé de culture utilisé, sur
gélose ou en tubes tournants, l'examen des autoradiographies
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pPlanche VI

rée du lobe latéral

Histoautoradiographie d'une C N lde radio-
d'une préhypophyse de Souris male ayant regumiogecouverte par
sulfate. Autopsie 24 h apres l'lnjec;%on‘ ? lable au permanga-
1'émulsion photographique sans oxydation prea : e
dans ce cas de nombreuses

nate sulfurigue. Noter la présence Brone. X 60
zones radioactives.

Pig. 1 - oupe non colo

: - orée au BA 3
Histoautoradiographie (m&me cas que la fig. 1) ciiuri o av;nt
pH 0,2. La coupe a été oxydée au permagganate 52 g L e
l'application de 1l'émulsion photographigue. BOLEl e comparan
te sulfurique,

avec la fig, 1, que ni 1l'oxydation au permanganat
rainé de diminution du nombre des

ni la coloration au BA n'ont ent
grains photographiques. Gross. : X 60

Pig. 2 -

Fragment de préhypophyse de Souris médle aprés 27 jours de culture.
Fixation au BOUIN-HERLANT., Coloration au PAS-glychémalun.

-

Fig- 3 o=

Histoautoradiographie d'un explant préhypophysaire de Souris male
aprés 27 jours de culture dont les 3 derniers jours en présence

de 35—304Na2. Gross. : X 80

Fig. 4 =~

Fragment de préhypophyse de Souris mile fixé au BOUIN-HERLANT,

Fig. 5 -
aprés 72 heures de culture. Coloration au PAS-glychémalun.

Fig. 6 - Histoautoradiographie d'une coupe de fragment de préhypophyse de
Souris mdle aprés 3 jours de culture en présence de 35-S0,Na
Noter .la différence de 1'intensité de 1la radiocactivité en%rezies

figures 4 et 6.
: : _ Gross.: X 80
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fig.1 fig.2

fig.3 fig.4

fig. 5 fig.6
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montre_la présence, au niveau de presque tous les explants, de
zones intensément radiocactives dont le nombre varie d'un explant
a l'autre. Ces zones intensément radioactives sont en rapport
avec des cellules PAS+, BA+, AF+.

Comme in vivo, ces zones ne présentent pas toutes la méme in-
tensité de radiocactivité et toutes les cellules PAS+, BA+ ne

sont pas le lieu d'une intense fixation de 35-504. De plus, 1l'in-
t§n51té de la radioactivité ne varie pas d'une fagon significa-
tive en fonction de 1la durée de la culture (24 h - 3 jours).

Cultures a long terme (Planche VI, fig. 3 et 4)

Comme dans les cas & court terme, certains explants
ne présentent pas de zones intensément radioactives, Au niveau
d'autres explants, on observe des zones plus radicactives qui
correspondent a des cellules BA+. De plus, il apparait que le
noircissement de ces zones est moins intense gu’au niveau d'ex-
plants provenant de cultures 3 court terme.

Conclusions

Etant donné que les tissus de Mammiféres sont in-
capables de métaboliser le S sous forme de S04 en S organique
(TRAVER et SCHMITT, 1939), ces expériences nous permettent donc
d'affirmer la participation intense de groupements S04 au méta-

bolisme des cellules PAS+, AF+, BA+ de la préhypophyse de Souris.
En ce qui concerne la diminution de 1'incorpora-

tion du radiosulfate dans les cultureca A long terme, étant donné
que la culture n'a pas entrainé la disparition des cellules BA+,
cette diminution peut s'interpréter comme résultant d'une parti-
cipation plus faible des groupements S04 au métabolisme de ces
cellules BA+ en rapport soit avec un ralentissement global du
métabolisme cellulaire, soit avec une diminution spécifique de
la synthése des molécules dont font partie les groupements S0, .

2) Etude histoautoradiographique de 1'incorporation
du radiosulfate dans la préhypophyse chez la
Souris thyroidectomisée ou castrée.

————— i ———— T — ——— " —

Précisons de suite que les résultats autoradiogra-
phigues obtenus aprés thyroidectomie chimique ou radiothyroidec=-
tomie sont identiques. La seule différence est 1'obtention régu-
liére et constante de cellules de thyroidectomie dans la préhy-
pophyse aprés radiothyroidectomie, alors qu'aprés traitement au
PTU dans plusieurs cas, nous n'avons pas obtenu de cellules thy-
réoprives caractéristiques, malgré l'aspect hyperactif de la
thyroide : ces cas ont donc été &éliminés.

suaadnnn
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- 15 mn apra i B ; )
remenF Qux animaux témgin:,lo:ngEEZisz gzj;agtisilfate' COnFrai—
graphies de nombreuses concentrations 4 i ot s
réparties dans les différents lobeane iaggiégs ghgtograihlques,

. se. La co-
loration au BA montre nettement que ces zones igdfogctives ;g-
correspondent & des cellules de thyroidectomie qui sont nombreu-
ses et volumineuses, A 1'échelle cellulai . iticn-

R atne bt Sice aite o ulaire, laré partition-des
i voiiniss s use ou localisée dans le cytoplasme par-
B vt ge U noyau., Sur }es coupes colorées au PAS,'on
- T cel?ulezez ceilul?s rlchgs en 35-8 sont PAS—.’Mals
B et . e t"yr01dectomle ne sont pas "marquées"” et,

B ' intensité du "marquage" varie d'une cellule & 1l'autre.
Enfin, & cbté des cellules de thyroidectomie trés radioactives,
la plupart des cellules BA+ et l'ensemble du parenchyme, comme
chez les témoins, n'ont pas fixé intensément du 35=S.

_ = 30 mn et 1 h aprés 1'injection, les zones radio-
actives sont plus nombreuses et le noircissement de 1'émulsion
est plus intense que dans les cas précédents et a fortiori que
?hez les témoins. Aprés coloration au BA ou au PAS, ces zones
lnFensément radioactives correspondent & des cellules thyréo-
prives BA- et PAS-, De plus, on observe des cellules BA+, PAS+
qui, comme chez les témoins, ont fixé du 35-S.

= 5 h aprés l'injection, le noircissement de 1'é-
mulsion trés intense intéresse 1'ensemble du parenchyme ; il est,
de ce fait, plus difficile de distinguer une plus forte fixation
de 35-S dans les cellules thyréoprives ou BA+. Dans plusieurs
cas, par contre, les grains photographiques sont nettement moins
abondants au-dessus de la majorité des "cellules de thyroidec-
tomie" que des autres cellules,

= 24 h, 48 h, 72 h apres l'injection,on est frappé
par l'existence de larges zones trés f:iblement radiocactives -
& la périphérie desguclles—lc "marqguage" .cst plus important ;
on rencontre de trés rares, cellules trds radioactives. :

La coloration au BA ou au PAS nous révéle que
les larges zones correspondent & des cellules thyréoprives PAS-
et BA- et que les petites zones les plus riches en grains photo-
graphiques sont en rapport avec des cellules BA+ et PAS+.

_ En ce qui concerne l'évolution de la radiocactivité
en fonction du temps dans les cellules a mucus de 1'intestin,
nous n'avons pas observé de différences entre animaux traités et

témoins.

Alors que dés l'examen a un faible grossissement
des autoradiographies des préhypophyses méme non colorées, il
est possible de préciser non seulement que le cas étudié concerne
un animal thyroidectomisé, mais aussi le délai entre l'injection
et l'autopsie, il est impossible de distinguer, lors de 1l'examen

s 4o
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comparatif des autoradiographies des préhypophyses des Souris
castrées et témoins, l'origine castrat ou témoin de la préhypo-
_physe. '

De méme, l'étude comparative des autoradiographies de préhypo-
physes colorées au BA ou au PAS ne montre pas de différences en-
tre Souris témoins et castrées, non seulement guant & la nature
histochimique des cellules intensément radiocactives, mais aussi
en ce qui concerne les variations de 1l'intensité de la radioac-
tivité de ces cellules en fonction du délai entre l1l'injection de
35-804 et l'autopsie. Cette absence de différence entre Souris
méles, témoins et castrées est due au fait que la castration n'en-
traine pas de modifications numériques ou fonctionnelles des cel-
lules PAS+, BA+, AF+, ainsi gue nous l'avons vu lors de 1'étude
histophysiologique (voir p. 11).

Conclusions

Les recherches aprés thyroidectomie nous permet-
tent donc de constater que les "cellules de thyroidectomie" pré-
hypophysaires chez la Souris, aprés injection de 35-SQ4Na,, fi-
xent intensément du 35-S, lequel se trouve sous la forme ge
groupements radiosulfate vu les délais expérimentaux treés courts
(15 mn & 1 h), Aprés castration, comme chez les Souris témoins,
ce sont les cellules PAS+, BA+, AF+ qui fixent le plus intensé-

ment le radiosulfate,
L!étude comparative des autoradiographies des pré-

hypophyses d'animaux témoins thyroidectomisés ou castrés montre
que cette intense incorporation de radiosulfate est plus précoce
et de plus courte durée dans les cellules thyréoprives gu'au ni-
veau des cellules BA+ des animaux témoins castrés ou thyroidec-
tomisés, ce gui peut s'expliquer par un renouvellement plus rapide
du radiosulfate dans les cellules thyréoprives,

d. Conclusions générales

: & 3 L'ensemble des résultats obtenus par la technlque
hlstoautoradlographlque sur la prehypophyse de Souris normale,
thyroidectomisée, castrée, permet d'admettre la nature thyréo-
trope (cellules &) des cellules qui, parmi les cellules préhy-
pophysaires, fixent le plus intensément du 35-S apr@s injection
de 35-S504Na,. Les études in vitro indiquent que le 35-5 décelé
dans ces cellules thyréotropes correspond a des groupements

35_804 -

S'il existe, ane concordamée, guelles gue soient
les conditions expérimentales et'le délii. apr2s l'injection,.entre
1'affinité des cellules préhypophysalres pour le PAS, BA, 1'AF
et 1l'intensité de la fixation du 35-S04 par rapport aux autres

°'./G.t



Planche VII

Histoautoradiographies de préhypophyses et de tuﬁeé_digeStlfs
terminaux de Souris appartenant a un meme Lo ln?e?,lo?-l&
méme jour d’'une méme dose de 3S~SQ¥E92 (100 pc), durce d expo-

sition identique.

Pig, 1 - Histoautoradiographies d'un lobe latéral de préhypothse et .
d'une partie du tube digestif terminal dlung SOers male ¥ad10_
thyroidectomisée, Autopsiec 15 mn aprés l'injection S Eacion

sulfate.

Fig. 2 - Histoautoradiographies d'un lobe latéral de préhypophyse et
d'une partie du tube digestif terminal d'une Souris midle radio-
thyroidectomisée. Autopsie 1 heure aprés 1l'injection.

Fig. 3 - Histoautoradiographies d'un lobe latéral de pféhypOphyse et
d'une partie du tube digestif terminal d'une Souris mile témoin.
Autopsie 24 h aprés 1l'injection,

Hypophyses : gross. X 80
Tubes digestifs : gross. X 90.



Planche V||

fig 1

fig 2

fig 3
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types cellulaires, il faut souligner que 1l'absence de cette con-
cordance, dans le cas des cellules de thyroidectomie (PAS-, BA-,
AF-), est associée & un renouvellement plus rapide des groupements
radiosulfates. Ce renouvellement rapide dans les cellules de thy-
roidectomie est attesté par la précocité (15 mn a 1 h aprés 1l'in-
jection) et la courte durée (5 h environ aprés l'injection) de

la fixation intense du radiosulfate. Etant donné que la thyroi-
dectomie entraine une hyperactivité glandulaire des cellules

PAS+, BA+, AF+ qui deviennent PAS-, BA-, AF-, il apparait net-
tement que 1'augmentation de la vitesse du renouvellement du ra-
diosulfate dans ces cellules est liée a 1'augmentation de leur
activité glandulaire, donc de leur taux de synthése hormonale.

A l'inverse dans les cultures a long terme gui sont caractéri-
sées par une diminution du taux de synthése hormonale, on note
une diminution de 1'incorporation du radiosulfate. Ainsi, 1l ap-
parait que la vitesse et le taux du renouvellement des groupe-
ments sulfates dans les cellules thyréotropes est fonction du
degré d'activité glandulaire de ces cellules, donc de leur taux

de synthése hormonale.
Mais nous ne pouvons, avec la technigue autoradio-

graphique, apporter de précisions quant a la nature des substrats
qui fixent du 35-S04, c'est-a-dire si ces groupements sulfates
sont incorporés dans des polysaccharides constitutifs de 1'hor-
mone thyréotrope. Par ailleurs, la présence de polysaccharides
sulfatés dans ces cellules n'exclut pas la synthése simultanée

de polysaccharides d'une autre nature.

4, ETUDE HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE DE L'ADENOHYPOPHYSE DE
CARASSIUS AURATUS L.

a. Buts des recherches

Ainsi que nous l'avons vu précédemment (voir p.12),
le Cyprin qui, par ailleurs, est facile 3 se procurer et a con-
server au laboratoire, présente une adénohypophyse particulieé-
rement riche en cellules PAS+ AF+, BA+. Il nous est donc apparu
&tre un bon matériel pour vérifier notre hypothése quant i la

présence de groupements S0z dans ces cellules.
Comme pour le Cobaye et la Souris, nous avons procédé a 1'étude

de 1'adénohypophyse par la technique histoautoradiographique
aprés injection de 35—804Na . L'étude autoradiographique en mi-
croscopie électronique a été réalisée en vue d'analyser les ori-
gines différentes du 35-S & 1'échelle ultrastructurale, ceci
pour corroborer les résultats de 1'étude biochimigue ( voir
chapitre VII[) . Nous avons aussi analysé, par la technique histo-
autoradiographique, la répartition d'autres radiomolécules :

Saalans



48.

l'emploi de la 35-S-méthionine permet de réaliser une étude de

la répartition de 35-S injecté sous forme organigue. Nous avons
confirmé les résultats obtenus avec la 35-S-méthionine en les
comparant a ceux obtenus avec deux autres acides aminés marqués,
dont l'un est cyclique : la phénylalanine et la leucine,

De plus, la connaissance des travaux de PETERSON et LEBLOND
(1964) sur les licux de synthése mucopolysaccharidique avec le
D-glucose-6-3-H nous ont conduits & procéder & une étude du méme
type sur l'adénohypophyse de Cyprin,

Enfin, nous avons étudié la répartition de la radioactivité dans
1'adénohypophyse de Cyprin aprés injection de radioacétate. En
effet, SCHILLER et coll. (1956) ont montré l'idendité de la vi-
tesse du renouvellement des molécules de glucose, sulfate, acétate
lors de la synthése des molécules mucopolysaccharidiques, ceci non
pas avec la technigue histoautoradiographique, mais aprés isole-
ment biochimique des molécules mucopolysaccharidiques. Nous es-
périons, comme dans le cas du glucose marqué, observer, quelques
minutes aprés 1l'injection, une localisation sélective de la ra-
diocactivité dans les cellules PAS+, BA+, AF+. Nous verrons gue
les ions acétate injectés participent, en fait, essentiellement
a4 l'anabolisme protéique et que la technique histoautoradiogra-
phique ne convient pas pour démontrer la participation des ions
acétates & la biosynthése mucopolysaccharidique des cellules

AF+ préhypophysaires.

b. Matériel biologique et méthodes expérimentales

1) Choix et nombre des animaux

Nous avons utilisé au total 272 Cyprins miles et
femelles d'une taille de 6 ¢m & 13 cm, dont 134 ont servi 3 nos

recherches sur l'incorporation du radiosulfate.

Nos observations ont été faites a différentes pé-
riodes de l'année, sauf au mois d'Aolt. Les Cyprins sont conser-
vés a la température du laboratoire (18 & 20°C) avec un éclairage
naturel guelques jours avant l'injection d'une des radiomolécules.
Aprés l'injection, soit ils sont placés dans 1'eau courante, soit

l'eau est renouvelée toutes les 12 heures.

2) Nature des radiomnlécules utilisées, conditions
expérimentales.

Toutes les recherches effectuées sur ce matériel
ont été réalisées in vivo et les radiomolécules, aprés dilution
dans l'eau distillée, ont été injectées par voie intrapéritoné-
ale, sans anesthésie avec une aiguille intradermique.

Contrairement & la Souris ou au Cobaye, nous
avons constaté et vérifié, en injectant une substance colorée,

el v
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que fréquemment le liguide injecté ressort par l'orifice d'in-
jection soit au moment méme du retrait de l'aiguille, soit dans
les minutes qui suivent 1'injection : ceci est un inconvénient

majeur pour une éventuelle &tude guantitative., Mais nous n'avons
pPas a tenir compte de ce fait, puisque nos recherches sur ce ma-

tériel ne sont pas guantitatives.
Les radiomolécules utilisées ont été les suivantes :

35—SO4Na2, 35-S-méthionine, 3-H-phénylalanine, 3-H-leucine, 3-H-
6-glucose, 3-H-acétate de Na.

Injection de 35-S04Nas

D S e i s —— v — — — o ——

Les Poissons répartis en groupes de 5 & 10 pois-

sons ont recu une dose de 2 & 10 uC de radiosulfate par gramme

de poids corporel.
Les autopsies ont été pratiquées 30 mn, lh, 5 h,

24 h, 48 h, 72 h apreés l'injection. L'hypophyse et le tube diges-
tif sont prélevés, puis fixés au formol 3 10 % ou au formol-
Baker. Aprés inclusion & la paraffine, ces organes sont débités
€n coupes sériées d'une épaisseur de 3 u en vue de leur étude

histoautoradiOgraphique.
Parmi ces cas, 15 cas autopsiés 24 h apreés 1'in-

jection de 10 uC de radiosulfate par gramme de poids corporel ontétd
utilisés pour des recherches sur le test histochimique de la

"méthylation".

--————“———c———p—-_—-1-——-.——mu—————-———m——.—.——._——-—_

Les deux préhypophyses ont été examindes 24 h
aprés l'injection d'une millicurie de radiosulfate,

La durée d'exposition n'a été que d'un mois, ceci
afin d'obtenir un faible nombre de grains photographiques.

Injection de D-L-méthionine marguée au 35-S

Cette étude porte sur 35 Cyprins normaux auxquels
nous avons administré 0,5 ul de 35-S-méthionine pPar gramme de

poids corporel.
Les autopsies ont été pratiquées 24 h aprés ube in-

jection unique intrapéritonéale. Les hypophyses ont été fixées

au formol & 10 % ou au formol-Baker, puis débitées en coupes sé-
riées en vue de leur étude histoautoradiographique. Parmi ces
cas, 6 ont &été utilisés pour des recherches sur le test histochi-
mique de la "méthylation" (voir techniques histochimiques)

M s
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Injection de 3-H-phénylalanine

avons étudié les hypophyses de 32 Cyprins
normaux, 24 h apreés 1l'injection intrapéritonéale de 1 a 5 uC
par gramme de poids corporel de 3-H-phénylalanine. Les hypophyses
prélevées, aprés l'injection, ont été fixées au formol-Baker,
puis les coupes sériées soumises a 1'étude histoautoradiographi-

Nous

que.

Injection de 3-H~-Leucine
Cette étude histoautoradiographique por?e sur
23 Cyprins normaux auxquels nous avons administré 100 a 200 Tch
par poisson. Les autopsies ont été pratiquées 15 mn,l30 mn,t b“,
5 h, 24 h aprés 1'injection. L'hypophyse et une portion du tube

digestif terminal ont été, dans chaque cas, fixés au formol—B33e1
10 % puis coupées en séries en vue de leur étude

a

ou au formol a
histoautoradiographique.

injection de D-glucose-6-3-H

Nous avons utilisé 9 Cyprins normaux auxquels
nous avons injecté par voie intrapéritonéale la dose unique de
SOinC de D-glucose-6-3-H
Les autopsies ont été pratiquées 15 mn, 1 h 30, 24 et 48 h apreés
l'injection. Aprés fixation au formol-Baker, les hypophyses et
un fragment du tube digestif terminal de chaque cas sont coupés
en séries et soumis & 1'étude histoautoradiographique.

Injection de 3-H-acétate de Na

Cette étude porte sur 39 Cyprins normaux auxquels
nous avons administré la dose de 500 & 700 uC d'acétate de Na

marqué au tritium par peoisson.
Les autopsies ont été pratiquées 5 mn, 15 mn; 1 h, 6 h, 24 h

aprés l'injection intrapéritonéale. Les hypophyses fixées au
formol & 10 % ou au formol-Baker sont coupées en séries en vue
de leur étude histoautoradiographique.

¢. Résultats

1) Etude histoautoradiographi ue de 1'adénohypophyse
de Cyprins aprés inijection de 35-S04Na>

o - Microscopie photonique (Planche VIII)

T — i ———— t——— i —— — — ——

(DEMINATTI, 1962a, 1962b, 1962d)

L'étude des autoradiographies de l'ensemble de
1'adénohypophyse montre, quels que soient les délais expérimentaux,
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gu'une incorporation de 35-S8 a lieu dans les différents lobes
(pro-, méso-, métaadénohypophyse) et gue les ramifications du
lobe nerveux sont toujours les moins "marquées"”.

Au niveau de la métaadénohypophyse, la répartition
des grains photographiques est toujours uniforme. ; le noircisse-
ment est aussi moins intense qu'au niveau du reste de l'adéno-

hypophyse. 5 5 . ;
FPOphy Au niveau des lobes pro- et mésoadénohypophysaires,

on observe, quel que soit le délai aprés l'injectiop,une réparti-
tion inégale des grains photographiques due a la présence de zones
plus riches en grains. L'étude comparative des autoradiographies
et des coupes colorées au PAS, BA ou AF, ainsi que 1l'examen des
coupes colorées au BA aiau PAS, permettent de constater que ces
zones plus radioactives correspondent a des cellules BA+, PAS+,
AF+, visibles dans la pro- et la mésoadénohypophyse. Il existe
des différences quantitatives importantes quant a l°intensité de
1l'incorporation du 35-S d'une cellule BA+ & l'autre présente dans

ces deux lobes d'une méme préhypophyse.
De plus, le noircissement de 1'émulsion située au-

dessus des cellules BA+ de la mésoadénohypophyse est souvent plus
intense que celui des cellules BA+ de la proadénohypophyse : cette
différence est sans doute due au fait que les cellules BA+ méso-
adénohypophysaires sont presque toujours par groupes de 2 a 5 cel-
lules et sont plus nombreuses, plus volumineuses, que celles de

la proadénohypophyse qui sont plus petites et généralement dis-
persées dans ce lobe.

Enfin, le "marquage" des cellules BA+, toujours
faible dans les cas autopsiés aprés un court délai, ne présente
pas d'augmentation significative d'intensité pour des délais
supérieurs a 24 h aprés l'injection. Signalons que dans quelgues
cas, 48 h aprés l'injection les cellules BA+ de la proadénohypo-
physe sont plus faiblement radioactives.

En ce qui concerne les autres variétés cellulaires
PAS-, BA-, AF-, qui entrent dans la constitution des lobes pro-
et mésoadénohypophysaires, 1l'incorporation du 35-S n'est pas né-
gligeable, mais quel que soit le délai expérimental, elle reste
toujours nettement inférieure a celle observée dans les cellules

BA+,

Cette étude nous apporte des résultats complémen-
taires quant & la localisation du 35-S a 1l'échelle ultrastructu-
rale 24 h aprés l'injection de radiosulfate.

Ainsi, au niveau des cellules BA+ (Planches IX & XII)
de la mésoadénohypophyse caractérisées par la présence de granu-
lations de taille variable, leur pauvreté en structure ergastoplas-
mique sacculaire et l'abondance de vésicules cytoplasmiques, le

35-8 se rencontre dans les structures cellulaires suivantes :

cwail v
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1'appareil de Golgi, les granulations de petite et grande taille
et quelquefois intracytoplasmiques.

Au niveau des cellules orangéophiles, reconnais-
sables par leur richesse en structure ergastoplasmique sacculaire
et leurs granulations, du 35-S est décelé au niveau des diffé-
rents organites cellulaires, dont l'ergastoplasme.

Comme en microscopie photonique, ce sont les cel-
lules BA+ qui sont les plus riches en 35-S.

Conclusions

. Ainsi, comme chez le Cobaye et la Souris, 1'injec-
Flon de radiosulfate est suivic d'une incorporation de 35-S plus
intense dans les cellules BA+, AF+, PAS+ que dans les autres va-
riétés cellulaires de la proadénohypophyse et de la mésoadéno-
hypophyse de Carassius,

2) Etude histoautoradiographigue de 1'adénohypophyse
de Cyprin aprés injection de 35-S-méthionine,
3-H-phénylalanine ou 3-H-leucine (Planches XII
et XIII) (DEMINATTI, 1962b, 1962c).

Quel que soit l'acide aminé injecté, 24 h aprés
l'injection, les cellules ou groupes cellulaires de la pars
distalis correspondant aux zones les plus faiblement radiocactives
ont les propriétés histochimiques suivantes : PAS+, BA+, AF+.

Inversement, les zones préhypophysaires au niveau
desquelles l'intensité de la radioactivité est la plus élevée
n'ont jamais présenté les propriétés histochimiques énumérées ci-
dessus : les cellules BA- de la proadénohypophyse étant moins

radioactives que celles de la mésoadénohypophyse.

Précisons que dans le cas de la 3-H-leucine, on
observe au niveau de la préhypophyse, 15 mn aprés 1l'injection,
une faible radioactivité déja localisée essentiellement dans les
cellules BA-. Au niveau des cellules a mucus de l'intestin, la
radioactivité est toujours de trés faible intensité, quel que
soit le délai expérimental et l'acide aminé injecté.

Conclusions

De ces résultats autoradiographiques, 1l ressort
gu'il existe une nette différence entre les cellules BA+ et BA-
quant & leur degré de synthése protéiquc : les cellules BA-,princi-
palement cellesde la mésoadénohypophyse étant le lieu d'une in-
tense synthése protéique ainsi que leur richesse en structures

ergastoplasmiques le laissait supposecr.
Par ailleurs, le fait qu'apres injection de
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35-8 organique sous forme de 35-S-méthionine, le 35-5 est décelé
en plus grande quantité dans les cellules BA- que dans les cellu-
les BA+, contrairement aux résultats obtenus aprés injection de
35-S04, est un argument en faveur de la nature minérale du 35-S
décelé dans les cellules préhypophysaires BA+ apreés injection de
35-SO4Na2 r.

3) Etude histoautoradiographigue de 1'adénohypophyse
de Cyprins aprés_injection de D-glucose-6-3-H.
(Planche XIV) (DEMINATTI, 1966)

- 15 mn aprés 1‘injection, au niveau des cellules a
mucus de l'intestin, la radioactivité tré&s intense correspond a
la zone de Golgi, comme cela a déja été décrit chez le Rat par
PETERSON et LEBLOND (1964a) et NEUTRA et LEBLOND (1966 a et b).
Au niveau de la préhypophyse, la radioactivité est de faible in-
tensité et c'est au-dessus des cellules BA+ que les grains photo-
graphiques sont les plus abondants. Ces grains sont généralement
localisés au-dessus du cytoplasme et nous n'avons pas observé de

concentrations dans certaines zones du cytoplasme,

-1 h 30 aprés 1'injection, l'examen des autoradio-
graphies montre qu'au niveau de la majorité des cellules a mucus,
les grains photographiques forment un croissant situé au pdle in-
férieur de la boule de mucus.

Au niveau de la préhypophyse, les grains photographigques quoigue
trés nombreux dans les cellules BA+, sont plus abondants au-dessus
des cellules BA- qui, nous l'avons observé par ailleurs, sont le
lieu d'une intense synthése protéique attestée par 1l'immortance de
1'incorporation d'acides aminés marqués.

-24 h et 18 h aprés l*injection, on observe des ccl-
lules a mucus de l'intestin présentant une intense radioactivité
localisée dans la boule de mucus,.

Au niveau de l'adénohypophyse, la répartition différente de 1'in-
tensité de la radioactivité entre les cellules BA+ et BA- déja
notée aprés 1 h 30, apparait plus nette,

Conclusions

Ainsi, les cellules BA+ de 1'adénohypophyse de
Cyprin, qui sont les plus radioactives 15 mn aprés 1'injection de
D-glucose-6-3-H, apparaissent, 1 h 30, 24 et 48 h aprés 1l'injec-
tion, moins radioactives gue les cellules BA-.

Comme 1l est démontré que la localisation autoradio-
graphique du D-glucose-6-3-H, quelques minutes apr@s son injection,
correspond aux lieux de synthése de glycoprotéines ou de mucopoly-
saccharides (PETERSON et LEBLOND , 1964b - COIMBRA et LEBLOND ,
1366)1c fait que la radioactivité soit décelée dans les cellules
BA+ préhypophysaires quelques minutes aprés 1'injection de cette

-.-/-oa
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;zf;zzziizg%Z.@St un argument e?.faveur de la synthése de muco-
Le faitvcufl ©S ou de glycoprotéines dans ces cellules. |

% apres un certain délai ce sont les cellules BA- qui
sont les plus radioactives peut s'expliquer par la participation
du glugose a4 d'autres métabolismes, dont,la synthé&se protéique..
Cette interprétation est confirmée par 1l'étude de la répartition
de 1la radioactivité dans 1'adénohypophyse aprés injection d'acé-
t?te tritié : les jons acétate étant, en effet, un produit du
metébolisme glucidigue gui peuvent participer au processus d'ana-
bolisme protidigue (in POLONOWSKI, (1965)). ;

4) Etude histoautoradiographigue de 1'adénohypo-
physe de Cyprins aprés_injection de 3-H-acétate
(DEMINATTT, 1964).

L'étude des autoradiographies des adénohypophyses
montre, quel que soit le délai apreés l'injection, une répartition
inégale de la radioactivité.

Lfanalyse comparative des autoradiographies et des
coupes colorées au PAS permet de constater gue, comme dans les
cas d'injections dfacides aminés, les zones intensément radioac-
tives correspondert aux cellules PAS- et les zones faiblement ra-

diocactives aux cellules PAS+.

Parmi les cellules PAS-—, ce sont les cellules de la mésoadénchy-
pophyse qui présentent la plus intense radiocactivité. C'est pour-
gquol la différence d‘intensité de la radioactivité entre les cel-
lules PAS+ et PAS-, est plus marquée non soulement avec des délais
expérimentaux plus longs, mais aussi au niveau de la mésoadéno-

hypophyse que de la proadénohypophyse.

Conclusions

Ces résultats nous permettent donc de constater
que, comme dans les cas d'injections d'acides aminés ou comme
dans les cas d'injections de D-glucose :, aprés des délais égaux
ou supérieurs & 1 h 30, la participation des molécules d'acétate
au métabolisme cellulaire est plus intense dans les cellules
PAS-, qgui sont le lieu d'une intense synthése protéique.

Ainsi, la constatation que dés 1 h 30 aprés 1'in-
jection de D-glucose-6-3-H, la radiocactivité est plus intense
dans les cellules PAS-— peut trouver son explication
dans une dégradation progressive du glucose aprés son injection,
ce qui a pour conséguence une répartition-différente de la radio-
activité, suivant le délai entre l'autopsie et l'injection ainsi
que suivant la nature du métabolisme des différentes cellules

préhypophysaires.
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Planche VIII

Fig. 1 - Histoautoradiographie d'une hypophyse dc Cyprin aprés adminis-
tration de 5 uC par gramme de poids corporel de radiosulfate.

Autopsie 21 h aprés l'injection. Gross. : X 90

Fig. 2 - Méme coupe que la fig. 1 aprés coloration a 1'AF. On voit nette-
ment gue toutes les zones fortement radioactives de la mésoadéno-
hypophyse correspondent 3 des cellules riches en matériel AF++.

Fig. 3 - Histoautoradiographie d'une hypophyse de Cyprin aprés admini
: nis-
tration de 0,5 AC par gramme de poids corporel de 35-S—mé&thioni
Autopsie 24 h aprés 1l'injection. Gross. : X 90 erhionine.

Fig. 4 - Méme coupe gque la fig. 3 apres coloration i 1'AF Les
. zones ra-

diocactives de la mésoadé
noh e
sont AF+, YPophyse visibles Sur. cette coupe



Planche VI||

fig. 2

fig.4

fig. 3



Planche IX

- préhypophyse de Cyprin fixée au BOUIN-HERLANT et colorée au
tétrachrome d'HERLANT. Le cliché correspond a une portion de la
'ﬁés?adéROhYPOPhYse au niveau de laquelle on voit que les granu=
lations des cellulesJB ou Y , parfois volumineuses, sont in-
tensément colorées par le Bleu d'Alizarine.

- Coupe semi-fine d'une région de la mésoadénohypophyse de Cyprin
colorée a 1'AF, examinée au microscope photonigue.

- ultra-fine (Gross. : X 1800) sus-jacente a la coupe de
2 examinée au microscope électronique. La comparaison
2 et 3_Permgt_l'identif’gaticn-au microscope électro-

dos cellules AF+. (Cap. = capillaire).



Planche |X

fig. 2 fig. 3



Planche X

Fig. 1 - Préhypophyse de Cyprin. Cellules AF+ de mésoadénohypophyse
(fléche) . Noter les variations de taille des granulations
(Gross. : X 1000).

Fig. 2 - Cellules AF+ de la mésoadénc hypophyse du Cyprin. Autoradiographie
en microscopie électronique cbtenue aprés injection de radio-
sulfate (préleévement 24 h aprés 1l'injection). Le marquage in-
téresse aussi bien les petites que les grosses granulations.

N = noyau, M = mitochondries. Gross. : X 30.000
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Planche XI

Autoradi ¢ o : .
Eéanchelgqrap?lb en microscopie électronigue. Mé@me cas gue 1a
. Cellules AF de la mésoadénohypophyse de Cyprin,

ig. 1 - L inté i bi
Fig ej Zaiquage %nteresse aussi bien les granulations que les sacs
gastoplasmiques (fléche) Gross. : X 30,000.

Fig. 2 - Noter la présence d'un mar :
guage au niveau d ' : )
(fléche) . Gross. X 30.000 e l'appareil de Golgi



Planche Xl




Planche XII

Autoradiographie en microsoo

pie électronique de la préhypophyse
de

Cyprin. Méme technigue gue la planche X

Cellules AF+ de 1la nésoadénchypophyse. Le margquage intéresse
différentes structures. Noter aussi l1'hétérogénéité dans 1a
taille et la densité des différentes granulations., Gross. X 30000
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Planche XIII

Adénohypophyse de Cyprin

Fig. 1 et 2 - Autoradiographie (fig. 1) et coupe correspondante colorée
a 1'AF (fig. 2) d'une partic de la mésoadénohypophyse. 24 heures
aprés 1l'injection de L-phénylalanine-3-H-2-3. Noter gue les
zones les plus radioactives sont AF-négatives (exemple : fléches)
Gross, : X 128.

Fig. 3 et 4 - Autoradiographie (fig. 3) et coupe correspondante colorée
a 1'AF (fig. 4) 1 heure aprés l'injection de DL-Leucine-3-H-4-5.
Les cellules AF+ sont les plus faiblement marquées (exemple :

=

zone de la mésoadénohypophyse encadrée par fléches). Gross. X 90

més = mésoadénohypophyse

Fig. 5 et 6 - Autoradiographic (Fig. 5) et coupe correspondante colorée
a 1'AF (fig. 6) 24 heures aprés l'injection d'acétate 3-H, Les
cellules AF + apparaissent les moins marquées., Gross. X 90.




Planche Xl“

fig.4

fig.3

fig.6

fig. 5



Planche ¥IV

' pig. 1 - Autoradiographie colorée au glychémalun d'une partie de la
nmésoadénohypophyse de Cyprin 15 mn apreés l'intection de

D-Glucose-6-3-H, Gross. : X 400.

Fig. 2 - Autoradiographie cclorée au glychémalun d'une partie de tube .
digestif terminal de Cyprin. Mime cas que la fig. 1. Noter 1l'in-
tense marquage situé 3 la base des cellules 3 mucus (fléches).

Gross. : X 440.

Fig. 3 - Autoradiographie colorée au glychémalun d'une partie
adénohypophyse de Cyprin 24 heures aprés l'injection
6-3-H., Les zones les plus radiocactives correspondent
lules AF-négatives. Gross. : X 200.

Fig. 4 - Autoradiographie du tube digestif terminal. Méme cas
La radiocactivité est concentrée au niveau des boules
Gross. : X 400.

de la méso-
de D-Glucose=
a des cel-

que fig. 3.
de mucus.
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fig. 1 fig. 2
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d. Conclusions générales

Ai§Si, 1'étude histoautoradiographique de 1l'adéno-
hypophyse de Cyprin, aprés injection de différentes radiomolécules,
met nettement en évidence les différences de nature métabolique

gqui diStingu%nt les cellules BA+ et BA- : participation intense
du ?5—5’au métabolisme des cellules BA+, PAS+, AF+, s'il est ad-
ministré sous forme de 35-SO,Na, ; les résultats obtenus apres

igjection de D-glucose-6-3-H soht en accord avec les propriétés
histochimiques des cellules BA+, PAS+, AF+, qui permettent de les
clas?er dans le groupe des cellules & granulations glycoprotéiques.
Les gtudes autoradiographigues aprés injection de 35-S-méthionine,
d'acides aminés (phénylalanine, lcucine) ou d'acétate de Na mar-
gqués au tritium confirment aussi cette différence métaboligue
gntre les cellules BA+ et BA- en montrant que le lieu de la plus
intense synthése protéigue se situe dans les cellules BA-, prin-
cipalement de la mésoadénohypophyse.

5. ETUDE HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE DE L'ADENOHYPOPHYSE DE
MOLLIENISIA SPHENOPS, C.V.

a. Buts des recherches

La cytophysiologie adénohypophysaire de ce Poisson
étant mal connue, nous avons cherché uniguement a vérifier 1'in-
tense incorporation de 35-504 dans les cellules PAS+, BA+, AF+,
constatée chez le Cobaye, la Souris et le Cyprin. Cette étude
est, en effet, facilitée par le fait gue ces cellules sont loca-
lisées dans la partie externe de la mésoadénohypophyse (voir p.l4).

Comme chez le Cyprin et le Cobaye, nous avons pro-
cédé a 1'étude histoautoradiographique de 1'adénohypophyse aprés
injection de 35-S organique, sous forme de 35-S-méthionine, afin
de vérifier si la totalité, sinon la presque totalité du 35-S
décelé dans les cellules AF+ aprés injection de 35-504Na2 corres-

pond a des groupements 35-507 .

b. Matériel biologigue et méthodes expérimentales

1) Choix et nombre des animaux

Au total, 51 Poissons ont été utilisés appartenant

tous & la variété Black-Molly.
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2) Nature des radiomolécules utilisées, conditions
expérimentales

— - ——— a ——— — 1 T ———— ——— L —— i —— i ——

Nous avons étudié 1'incorporation du radiosulfate,
par la technique histoautoradiographiqgue, dans 1'adénohypcphyse
de cette variété de poisson ovovipare dont 13 étaient des mdles
et 26 des femelles en vitellogénése ou en période de"gestation".
Les Poissons maintenus & la température de 20 & 22°C ont regu une
dose de 5 uC de radiosulfate par gramme de poids corporel.
Les hypophyses prélevées 24 h aprés 1'injection unique intrapéri-
tonéale sont fixées au formol & 10 % ou au formol-Baker, puis cou-
pées en séries en vue de leur étude histoautoradiographique,

—— i ————— —— . —————— — i ————————

Les 12 Poissons, dont 6 males et 6 femelles en
vitellogénése ou en période de "gestation" ont regu une dose de
0,5 uC par gramme de poids corporel.
Les autopsies ont été faites 24 h aprés l'injection et les hypo-
physes, aprés fixation au formol & 10 % ou au formol-Baker, ont
été coupées en séries en vue de leur étude histoautoradiographique.

c. Résultats

1) Aprés injection de radiosulfate (Planche Xv, fig.l)
(DEMINATTI, 1963b)

L'examen des autoradiographies permet de constater
une répartition inégale de la radioactivité suivant les différen-
tes régions dé 1l'adénohypophyse.

Au niveau de la proadénchypophyse, la radioactivité
est de trés faible intensité avec des zones plus radioactives en
rapport avec le tissu conjonctif. C’est au niveau des cellules BA+,
PAS+, AF+ de la partie externe de la mésoadénohypophyse et & un
degré moindre au niveau des cellules PAS+, BA- de la métaadéno-
hypophyse gue la radioactivité est la plus intense. Une radioac-
tivité de faible intensité s’observe au niveau de la partie inter-
ne de la mésoadénohypophyse.

Enfin, signalons que, chez 6 mdles, contrairement

aux autres cas, les cellules PAS+, BA- métaadénohypophysaires ap-
paraissent plus radioactives que les cellules PAS+, BA+ mésoadéno-

hypophysaires.

2) aprés injection de 35-S-méthionine (Planche XV,
fig. 2 et 3)

Dans tous les cas étudiés, contrairement & ce que
nous avons constaté aprés injection de radiosulfate, ce sont les

S
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cellules PAS+ de la méso- et de la métaadénohypophyse qui pré-

sentent la plus faible intensité radioactive. La proadénohypophyse
étant la région la plus riche en 35-§.

d. Conclusions

Comme chez le Cyprin, ce sont les cellules a gra-
nulations PAS+ qui sont le lieu de la plus intense incorporation
de 35-S aprés injection de 35-804Na,. | e

De plus, le fait que du 35-S injecté sous forme
de 35-S-méthionine soit faiblement incorporé dans ces cellu}es
par rapport aux autres variétés cellulaires est en faveur d'une
participation intense de 35-8S, sous forme de groupements S04, au
métabolisme de ces cellules.

ool nen



Planche XV

Adénohypophyse de Mollienisia sphenops C.V.

Fig, 1 - Autoradiographie 24 heures aprés l'injection de 100 uCi de

Fig. 2 et 3 - Autoradiographie (fig. 2) et COupe correspondante colorée

a 1'AF (fig. 3) 24 heures apres injection de 35-S-méthionine
Gross. : X 1ll0. ]

Pro = proadenohypophys&
Méso mesoadenohypophyse
Méta = metaadenohypophyse

]



Planche XV

——— Pro.

meta.

fig.1

fig. 2

fig. 3
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VII - RECHERCHES HISTOCHIMIQUES

I. BUTS DES RECHERCHES

Ces recherches ont eu pour but essentiellement la
détermination de la nature organique ou inorganique du 35-S dé-
tecté par la technique autoradiographique, au niveau des cellu-
les BA+ préhypophysaires aprés injection de radiosulfate et aussi
d'apporter quelques précisions guant au mécanisme des colorations

au BA ou a 1'AF.
Ces recherches ont été réalisées chez la Souris

et le Cyprin en utilisant le test histochimique de la méthylation.

2. PRINCIPE DU TEST HISTOCHIMIQUE DE LA METHYLATION

La présence de groupements sulfatesdans les pro-
duits de sécrétion de différentes variétés cellulaires a &té éta-
blie par la visualisation autoradiographique de 1l'incorporation
de 35-50, chez différentes espéces, tant in vivo qu'in vitro
(DZIEWIA%ROWSKI, 1951, 1958 - BOSTROM, et ODEBLAD, 1953 -

BELANGER, 1954 - CURRAN et KENNEDY, 1955 - DAVIES et YOUNG, 1954 -
JENNINGS et FLOREY, 1956 - DRENCKHAHN et MEISSNER, 1956 - BESCOL-

LIVERSAC, 1958 - SPICER et coll., 1961 - Mc CARTHY et REID, 1964 -
LANE et coll., 1964 - FEWER et coll., 1964 - BEACKELAND, 1966 -

HAVEZ et coll., 1967 a et b).
Les études biochimiques ont montré que le 35-50,

décelé est un composant de différentes glycoprotéines (voir cha-

pitre VIID)et des é&tudes histochimiques ont établi les rapports
entre les propriétés histochimiques de ces substances et la pré-
sence de groupements S0, (SPICER, 1960, 1962) : métachromasie
(LISON, 1935), affinité pour le BA (STEEDMAN, 1950 - LISON, 1954)
pour 1'AF (GOMCRI, 1950 - GABE, 1953 - HALMI et DAVIES, 1953) et

le PAS (BESCOL-~LIVERSAC, 1958).
Par ailleurs, KANTOR et SCHUBERT (1957) ont montré

que le chondroitine sulfate de potassium perd ses groupements S0y
quand il est soumis a l'action de l'alcool méthylique dans lequel

on fait barboter un courant d'HCl gazeux.
L'élimination des groupements 804 se ferait selon le processus

suivant :
KOOC - R - 0O - §Q3K + 2 CH3OH + HC1l

chondroitine sulfatel
Vg
CH300C - R - OH + K0380 CH; + KCl + H20

Le liquide de méthylation agit donc en provoguant a la fois la
transestérification du S50, sans entrainer de diminution de la

— JApn
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longueur des chaines d'acide chondroitine, et la méthylation des
groupements carboxyles. VILTER (1967) admet que le blocage des
groupements COOH est dQ & un processus de l&~ztonisation avec des
fonctions glycols et non & une méthylation. Ainsi, & la fin du
traitement, 1'acide chondroitine ayant perdu ses propriétés acides

perd aussi les propriétés histochimiques en rapport avec ses grou-

pements carboxyles ou sulfuriques.
Cette désulfatation, sous l'action du liguide de

méthylation préparé selon FISH7R et LILLIE (1954) a été confir-
mée par SPICER et coll., (1961) ces auteurs constatent par la
technique autoradiographique une élimination de la radioactiviteé
due au 35-804 apr2s méthylation de coupes de différents organes

de Souris injectées de 35-50,Na,.
Rappelons gu'en ce gui concerne les cellules pré-

hypophysaires des espéces étudiées l'affinité de certaines cel-
lules pour le BA et 1'AF nécessite une oxydation préalable, la-
quelle provoquerait l'apparition de groupements acides carboxyles
(HERLANT, 1958). De ce fait, la méthylation des coupes selon le
procédé de FISHER et LILLIE ferait disparaitre cette affinité en
bloquant les groupements carboxyles créés par 1l°oxydation (HERLANT,

1958) . Ainsi, nos recherches sur le test de la méthylation
se trouvent justifiées par ses effets sur les groupements S04 qui
se trouvent €liminés spfcifiquement et par son action nevtrali-
sante sur l'affinité de certaines cellules préhypophysaires vis-

ad-vis du BA ou de 1l'AF,

3. MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES

Cette étude porte sur 21 Cyprins et 10 Souris.

15 Cyprins ont regu une dose unique de 10 uC de
radiosulfate par gramme de poids corporel et 6 autres ont regu
0,5 uC de 35-S-méthionine par gramme de poids corporel. Chez les
10 souris, les doses de radiosulfate ont été de 5 ou 10 uC par

gramme de poids corporel.
Les autopsies ont &été pratiquées 24 h aprés l'injection unique

intrapéritonéale., Les hypophyses de Cyprins et de Souris, ainsi
gu*un fragment de rectum chez la Souris ont été fixés au formol

et débités en coupes sériées.
Les coupes d'hypophyses de chacun des_Cyprins sont

disposées sur les lames réparties en trois groupes :
1) les lames du groupe I sont simplement séchées

aprés déparaffinage et ne subissent aucun traitement avant d'@tre

recouvertes par l'émulsion photographique.
2) les lames du groupe II sont, aprés déparaffina-

ge, les unes placées dans de l'eau distillée & 60° pendant 5 mn
q.-/..o
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ou 5 h, les autres méthylées pendant 12 ou 24 h.
3) les lames du groupe III sont traitées de la

méme fagon que celles du groupe II, mais aprés avoir é&té soumises
2 l'oxydation par l'acide permanganate-sulfurique (2 mn).
Les coupes d'hypophyses et de rectum de chacune des

Souris ont été réparties sur 9 lames :
1) 3 lames, apreés déparaffinage,
servent de témoins. Elles correspondent aux lames du groupe I des

Cyprins.

sont séchées et

2) des 6 lames restantes, 3 sont soumises a la mé-

thylation pendant 12 & 24 h et 3 placées dans de l'eau distillée

d& 60° pendant 12 & 24 h. Ces lames correspondent a celles du grou-

pe II des Cyprins.
La méthylation a été réalisée en laissant séjourner

les lames pendant 12 ou 24 h & 60° dans le mélange méthanol + O,1
HCL N, selon le procédé Ae FISHER et LILLTR, (1954)

Puis toutes les lames ont été recouvertes par une émulsion photo-
graphique pelliculaire (AR1O Kodak). Aprés des durées d'exposition
de 1 & 2 mois, on procéde au développement simultané de toutes les
lames d'un méme cas afin de pouvoir comparer les intensités du

noircissement des émulsions photographiques des différentes lames.
L'appréciation sur un groupe de cellules donné de

l'intensité de la radioactivité et de la coloration a 1'AF ou au
BA, est réalisée en prenant des clichés photographiques des auto-
radiographies, puis, les coupes photographiées sont débarrassées
de l1'émulsion photographique et colorées au BA ou & 1'AF aprés
oxydation & l'acide permanganate-sulfurique, si les coupes n'a-
vaient pas été oxydées avant la pose de 1l'émulsion. Les coupes
oxydées avant la pose de l'émulsion sont placées tout d'abord dans
un des deux colorants, afin d'étudier l'affinité des cellules pour

ces colorants aprés la méthylation, puis soumises & une nouvelle

oxydation avant la coloration.
Sur guelques coupes, nous avons étudié l'action de

la méthylation ,précédée ou non d'une oxydation au permanganate-
sulfurigue ,sur 1l'intensité de la coloration au PAS.

4. RESULTATS EXPERIMENTAUX
a) Chez le Cyprin (DEMINATTI, 1963 a)

1) Aprés administration de 35-SO4Na2

Les lames du groupe I témoin, nous permettent d'ap-
précier pour chagque cas l'intensité de la radioactivité et de la
coloration des cellules PAS+, AF+ et BA+ correspondantes.
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La plupart des lames du groupe II (non oxydées
avant le lavage) ne présentent pas de diminution significative de
l'intensité de la radioactivité. Nous n'avons pas noté dans ces
cas de diminution appréciable de 1'intensité de la coloration des
cellules pour le BA, 1'AF ou le PAS.

Les lames du groupe III (oxydées avant le lavage),
ayént séjourné 5 mn dans 1'eau distillée & 60°, présentent une
faible mais nette diminution de 1'intensité de la radioactivité
sans modification notable de 1'intensité de la coloration & 1'AF
et au BA des cellules correspondantes. Aprés lavage a l'eau dis-
tillée, pendant 5 h, on note simultanément un important affaiblis-
sement de l'intensité de la radioactivité et de la coloration a
1'AF ou au BA.

On observe au niveau des lames des groupes II
(non oxydées avant la méthylation) et III (oxydées avant la mé-
thylation) une disparition compléte de la radioactivité, ainsi
gu'en témoigne l'examen des lames du groupe I (témoin) : cette
perte de radioactivité concerne l'ensemble du parenchyme préhypo-
physaire,
Les cellules AF+, BA+ des coupes du groupe II (non oxydées avant
la méthylation) ne présentent pas de modification de leur colora-

bilité par le BA, 1'AF et le PAS.

Les coupes du _groupe III (oxydées avant la méthylation) présen-
tent une perte ou une forte diminution de 1l'intensité de la colo-

ration des cellules aussi bien pour 1'AF, le BA gue pour le PAS.
Une réoxydation aprés la méthylation n'entraine pas une récupé-
ration compléte de l'affinité de ces cellules pour le BA,1'AF et

le PAS.

2) Aprés administration de 35-S-méthionine

Quel que soit le traitement auquel ont été soumi-
ses les lames, nous n'avons pas noté de diminution significative
de la radioactivité qui, d'ailleurs, sc¢ localise essentiellement
au-dessus des zones cellulaires dépourvues de matériel AF+, BA+,

PAS+.
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Tableau IV :

Cyprin

62.

Oxydation Intensité Colorabilité par 1'AF, le
préalskle | de In tadic-| Bhoude Bisapren Erallemsnt
Traitement | (+ ou -) | activité
sans avec
(ré) oxydation|é) oxydation
Témoins - + + + + o) + + + +
Lavage a
1l'eau
5 mn - + + + + 0 + + + +
+ + + + + + + +
5h - + + + + 0 + + + +
(ou + + +) (ou + + +)
+ + + + +
Méthylation - + o+ o+
+ + ou O
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b. Chez la Souris apres administration de 35-SQ4Na,
(tableau V) (DEMINATTI, 1965)

1) Etude de 1'action du lavage & 1'eau

£21185 B €60 Pes C?UPGS de préhypophyses placées dans l'eau dis-
Presentent, comme les coupes témoins, des zones in-
t§n§ément radioactives correspondant a des cellules BA+ dont 1l'af-
finité pour cette coloration n'est pas modifiée.
. ) Il en est de m@me pour les cellules & mucus du tube
digestif au niveau desquelles les intensités de la radiocactivité
et de la coloration ne sont pas modifiées,

2) Etude de 1'action de la méthylation

: On constate au niveau des coupes de préhypophyses
soumises a l'action de la méthylation 1'absence totale de zones
intensément radioactives associée a une disparition guasi totale
de la radioactivité aussi bien au niveau des coupes d'hypophyses
gue des cellules & mucus de 1l'intestin.

De plus, l'affinité pour le BA des cellules préhy-
pophysaires BA+ et & mucus de 1'intestin n'est pas modifiée, si
l'on procéde a une oxydation avant le passage des coupes dans le

£ rant, Enfin, il faut noter que la coloration des cellules
a mucus par le BA ou l'AF qui, contrairement aux cellules préhypo-

physaires, ne nécessite pas d'oxydation préalable, disparait aprés
la méthylation mais leur colorabilité par le BA et 1'AF réapparait

gquand on procéde a une oxydation avant la coloration.
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Tablecau v :

Souris

64 .

Traitement

Intensité de 1a
radicactivité

sans oxydation

Colorabilité par 1'AF ou le BA

———————— — - ————

aprés oxydation

Témoins

- Préhypophyse

- Cellules 3
mucus de
l'intestin

NLavage a l'eau

- Préhypophyse

~ Cellules a
mucus

Méthylation

- Préhypophyse

- Cellules a
mucus

+ + 4+ + +

+ + + + +

0O ou

1+

+ + + + +

+ + + + +

4+ + + o+

+ + + + +

+ + + + +
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5. CONCLUSIONS

D aa-vid des Q?QEZQAQEiSSg§Cifi§izin§u EesF ?;.1§ Tétﬁyiatiog‘
mée par 1a COmparaj_SOn dee g alnsl elimlnes ,es conrir-
B Ciin anpan toie resultats obtenus sur la préhypophyse
-, OPYES 1injection de 35-30,Na, et de 35-S-méthionine.,
La spécificité du test & 1ol i 3
18 radicsourre d? Jf? la méthylation nous autorise a'conclure
cellules BA+ préh Oegc € sur les aut?radlographles au niveau des
 ection de 35—Sgpmp ysalres du Cyprin et de la Souris aprés
L'og ?2 COFresp?nd & §e§ groupements 35-50f . )
e lavngs B l'eerv§tlon d'une lelnutlon de la radioactivité
s a radiu des cqupes oxydées de préhypophyse de Cy-
L i e s Osu%fate ne nous permet pas d'apporter de pré-
¢ mécanisme d'action de 1'oxydation, ni sur la
Rature des substrats riches en 35-S0; qui sont rendus solubles
par l'oxydation.
Par ailleurs, la récupération de 1l'affinité pour
1? BA et 1'AF des cellules préhypophysaires non préalablement oxy-
dées et dgs.cellules a& mucus de l'intestin, malgré la méthylation,
a condition de procéder 3 une oxydation avant la coloration,
m?ntre nettement que la coloration au BA ou & 1'AF apr@s oxyda-
tion n'est pas en rapport avec la présence de groupements S04
qui seraient démasqués ou créés par 1'oxydation. Mais cela n'in-
firme pas la notion que la perte de l'affinité pour ces colorants
soit liée a 1l'élimination des groupements 804 dans le cas des cel-
lules a mucus de l'intestin qui sont BA+ ou AF+ sans oxydation

préalable.
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VIII - RECHERCHES BIOCHIMIQUES

= Certaines de ces recherches ont eu pour but 4'i-
322:;;;:rhia nzture chimique du 35-5 décelé sur les histoauto-
i in?ecis @S préhypophyses de Cobayes, Souris et Cyprins,
e ion de_35~$04Na2_ En d'autres recherches, nous avons

=nté apporter certaines précisions guant a la nature biochi-
migue du ou des Substrats auxquels sont fixés les groupements S04
dans les cellules Ba+ chez le Cyprin.

I. RECHERCHES BIOCHIMI UES EN VUE DE L'IDENTIFICATION DE LA
NATURE CHIMIQUE DU 35-8 FIXE DANS LA PREHYPOPHYSE APRES

=R CHIMIQUE D
INJECTION DE 35-SO;Nap (COBAYE, SOURIS, CYPRIN)

a) Buts des Recherches

On sait que le sulfate injecté sous forme de radio-
sulfate de Na est 1l'objet de deux types de transformations :

- d'une part, il est activé a 1l'état de "sulfate
actif", c'est-a-dire de pharhoadénosinephosphosulfate (PAPS)
(LIPMAN, 1958). Le "sulfate actif" peut entrer dans la constitu-
tion de différentes substances par 1'intermédiaire de liaisons

esters du type R-0-SO3H ou R-NH-SO3H. Ces liaisons esters peuvent
étre coupées par hydrolyse sous 1'influence d'enzymes spécifiques

(sulfatases) (DODGSON, 1956) ou sous l'influence de 1l'acide chlo-
rhydrique a chaud;

- d'autre part, 1l'ion sulfate excrété dans le tube
digestif (BLOCK et coll., 1951 - DZIEWIATKOWSKI, 1954 - PEARSON,
1956) -peut 8tre réduit par la flore intestinale et transformé en

cystéine et en méthionine, amino-acides qui sont réabsorbés.
Aussi, est-il possible que la radiocactivité pré-

sente au niveau de la préhypophyse, aprés injection de radiosul-
fate, soit due & du radiosoufre a la fois sous forme d'ions sul-
fate libres, d'esters et sous forme d'aminc-acides. La proportion

des formes Organique et ester J;.y'lgmenfe avec 1e.dé]_ai écouLe
entre l'injection et le sacrifice de l'animal.

b) Principe de la méthode
Afin d'identifier la nature chimique du 35-S décelé
sur les histoautoradicographies, nous avons analysé les préhypophyses
préalablement soumises aux étapes que nécessite la technique his-
toautoradiographique : fixation, déshydration, toluéne, lavage

A l'eau, sauf l'inclusion a la paraffine,.
Les préhypophyses sont ensuite traitées par 1'HCl 6N pour libérer les
’ =
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di . ,
(aiférenFs constituants cellulaires en ces &léments constitutifs
Noacides, etc ...) et rompre les liaisons esters du 50, .

o R Les hYdrolysatg préhypophysaires, aprés avoir été
P S,S?r des bandes de papler, sont soumis a l'analyse élec-
trophorétique Permettant une séparation sélective des groupements

304 et des amino-acides soufrés dans les conditions suivantes :

ac1§e formique 2N, 10 volts par cm pendant 1 h 30 environ. On
obtient ainsi la migration des groupements SO, vers 1'anode,
alor§ que les acides aminés soufrés moins acides ont une vitesse
d? migration plus lente ou quasi nulle (Planche XVI, fig. 1).
L‘étude de bandes électrophorétiques témoins de 35—502 traitées
Simultanément montre gque la surcharge en 35-SO#F entraine une trés
légére augmentation de leur vitesse de migration et un élargis-
Seément de la zone radioactive. La détection de la radioactivité
Sur les bandes €lectrophorétiques est obtenue par l'analyse au-
toradiographique aprés application d'un film photographique
(film Kodirex) .

c) Matériel ot méthoden
Cette étude porte sur 169 Cyprins, 37 Souris et

15 Cobaves. Les doses de radiosulfate injectées ont été de

100 & 200 uCi chez le Cyprin et la Souris, de 300 uCi chez le
Cobaye. Les préhypophyses ont été prélevées 24 h aprés l'injec-
tion intrapéritonéale : 5 & 10 préhypophyses sont analysées en-
semble chez le Cyprin, alors que chez la Souris et le Cobaye,
nous avons le plus souvent étudié une préhypophyse 3 la fois.
Les préhypophyses (sans les lobes postérieur et intermédiaire
chez le Cobaye et la Souris) ainsi gu'un fragment de foie pour la
Souris, sont traités comme pour 1'examen histologique, puis sou-
mis a l'hydrolyse acide en tube scellé (HCl, 6 N pendant 24 h &
110°) . Les hydrolysats radioactifs sont débarrassés de 1'HCl par
lyophylisation. Les hydrolysats secs sont repris dans 0,05 ml
d'eau. La solution de chacun des hydrolysats est répartie sur
deux bandes de papier a électrophorése (Arches n° 302). Puis les
deux bandes sont soumises & l'analyse électrophorétique dans les

conditions suivantes : acide formique 2 N, 10 volts par cm pen-

dant 1 h &8 1 h 30
Pour nous assurer de l'élimination compléte, au cours de la fi-

xation histologique, des ions radiosulfate libres présents dans
les organes analysés, nous avons procédé de la fagon suivante :
aprés les différents traitements histologiques, le broyat est

réparti sur deux bandes de papier. Sur une des deux bandes, nous

avons ajouté du 35-SQ,Najy ; puis les deux bandes sont analysées

par électrophorése dans les mémes conditions que ci~-dessus. Enfin,
des broyats de préhypophyses non fixés et non hydrolysés ont été
soumis & l'analyse électrophorétique, ceci afin de nous assurer

seul wnie
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-3041ibre €t rnon libre avant la fixation

qu'il exiete biem du 35
du ou

histologique.

Dans toutes ces expériences, la détection
des composés radioactifs ainsi séparés est obtenue par 1l'étude
autoradiographique des bandes de papier & électrophorése (£ilm
Kodirex, durée d'exposition 15 jours & 5 mois) .

d) Résultats

1) Chez la Souris (DEMINATTI, 1965)

Les autoradiographies des bandes de papier a élec-
trophorése des broyats de préhypophyses et de fragments de foie
fixés, mais .non hydrolysés par HCl, mentrent une zone radioactive
localisée au trait de départ sur le papier (Planche XVII, fig. 1),
c¢e qui indique bien gue le 35-S est sous une forme non libre. On
exclut 1'impossibilité éventuelle de migration des groupements
sulfates contenus dans le broyat par le fait que du 35-80yNay
ajouté aux broyats avant 1'électrophorése migre dans ces mémes

conditions approximativement comme le radiosulfate témoin. La vi-
tesse de migration plus lente du radiosulfate témoin ajouté sur les

bandes avec broyats est sans doute due & la présence du broyat qui

freine,au début,cette migration.
Apré@s hydrolyse, dans 33 cas, l'unique zone radio-

active décelable par autoradiographie sur les bandes d'électro-

phorése de préhypophyses correspond 3 une substance qgui migre de
la m&me fagon gue le radiosulfate ajouté 3 1'hydrolysat avant 1'é-

lectrophorése (Planche XVII, fig. 2). De plus, cette unique zone
radioactive est de nature non protidigue ainsi qu'en témoigne la

négativité de la réaction & la ninhydrine & ce niveau.
Par contre, dans un cas, nous avons observé une

zone radioactive supplémentaire de trés faible intensité, de vi-
tesse plus lente que celle du 35-804 et ninhydrine-positive.

Sur les autoradiographies des bandes 4d'électropho-
rése de foies fixés, puis hydrolysés, on observe en plus de la
zone radiocactive correspondant aux ions 35-804 plusieurs bandes
radioactives de vitesses plus lentes et ninhydrine-positives

(Planche XVII, fig. 3).
Ainsi ces résultats indiquent gue le 35-S décelé

sur les histoautoradiographies de préhypophyses de Souris, aprés
injection de 35-80g4Naj, correspond a du radiosulfate non libre,
mais aussi, pour une trés faible part, compte tenu de 1'étude du
foie et du cas unigue cité ci-dessus, & du soufre organique de

nature protidique,
Ces résultats, ceux obtenus avec le test de la mé-

thylation (voir p.63 ) et nos observations in vitro (voir p.43),
nous autorisent a affirmer que les ions sulfates participent inten-
sément au métabolisme de certaines cellules BA+ de la préhypophyse

de la Souris,
o../qtc
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S S Il apparait donc évident, du fait de la stabilité
i ao fcules de radiosul fate injectées, que, chez la Souris,
—=_analyse de certains aspects du métabolisme des cellules

EEébxgoghzsaires PAS+, BA+, AF+, est possible en utilisant le
radiosul fate ’
-"—""-—--—-—._,______L

2) Chez le cobaye

L'étude des autoradiographies des bandes de papier
él?CtIOPhorétiqueS montre, dans tous les hydrolysats préhypophy-
salres examinés, la Présence de plusieurs fractions radioactives
la plus mobile, ninhydrine-négative, correspond aux groupements
35‘504}? les trois autres sont ninhydrine-positives (Planche XVI,

e De plus, d'un animal & 1'autre, on note des diffé-
rehces d'intensité radicactive entre les fractions.
Alnsi, il apparait nettement que, chez le Cobaye, contrairement
aux faits observés chez 1la Souris, aprés injection de 35-80,Na,,
une partie importante du 35-§ décelé sur les histoautoradiogra-
hies de 1a pPréhypophyse correspond a du 35-S organique. Nos ré-
sultats histoautoradiographiques, apres injection de 35-S-méthio-
nine, nous autorisent cependant & admettre l1'incorporation de
35-5 sous forme de 35-80, dans les cellules BA+ apr@s injection

de radiosulfate.
Il n'en reste pas moins vrai que ces observations biochimigues

limitent l'emploi du 35-S0, comme moyen d'analyse gualitiative
ou quantitative du métabolisme des cellules BA+ préhypophysaires
in vivo chez le Cobaye.

3) Chez le Cyprin (DEMINATTI, 1962 d)

Sur les autoradiographies des bandes électropho-

rétiques de préhypophyses fixées, broyées mais non hydrolysées,

on constate que la radiocactivité reste localisée au point de dé-
part, ce qui indique gu'aprés la fixation et les autres étapes du
traitement histologique, il n'y a plus d'ions SO= libres dans
1'hypophyse. Comme précédemment, on exclut leur 3ventuelle impos-
sibilité de migration par le fait que du 35—SO4Na2 ajouté au broyat
avant 1'électrophorése a, dans les mémes conditions, la mobilité

du radiosulfate témoin (Planche XVIII, fig. 1 et 2).
Sur les autoradiographies des bandes électrophoré-

tiques de préhypophyses non fixées et non hydrolysées, la frac-
tion radiocactive la plus rapide correspond i du 35-807 libre ;
les autres fractions correspondent a différents substrats ayant

incorporé du radiosoufre (Planche XVIII, fig. 4).
Apres hydrolyse, au comtraire, l'unique zone ra-

dicactive décelable par autoradiographie sur les bandes d'électro-
phorése correspond & une substance qui migre de la méme fagon que
le radiosulfate ajouté a 1'hydrolysat avant 1'électrophorése

(Planche XVIII, fig. 2 et 3).
o-u/t.o
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_ De plus, la nature non protidique de cette unigue
zone radioactive est démontrée par le fait gu'elle est dépourvue
de substance ninhydrine-positive. Ainsi, le radiosoufre présent
dans 1'hydrolysat de pPréhypophyses fixées est sous forme de radio-

sulfate,
Ces résultats sont donc en accord avec ceux oOb-

tenus avec le test de 1a méthylation (voir p.6l ) quant & la pré-
sence dg groupements SOz non libres dans les cellules BA+ de la
- préhypophyse .de Cyprin. | ‘

e) Conclusions

De l'ensemble de ces recherches biochimigues et
des études histochimiques, nous pouvons affirmer, en ce gui con-
cerne le Cyprin et la Souris, que le 35-S décelé par la technique
histoautoradiographique dans les cellules BA+ apré@s injection de
35-s0 Na, se trouve sous la forme d'ions 35-S04 non libres. Par
contre, chez le. Cobaye , le 35-S décelé sur les histoautoradio-
graphies de 1la préhypophyse, aprés injection de radiosulfate,
correspond pour une grande part,d*ailleurs treés variable, a du 35-8
organique, Mais dans les cellules BA+, il s'agit néanmoins de
35—804, ainsi gu'en témoignent nos observations histoautoradio-
graphiques aprés injection de 35-S-méthionine.

Ainsi, aprés injection d'une dose précise de
35-80,Nap chez le Cyprin et la Souris, contrairement au Cobaye,
il est possible, en cas de variation guantitative de 1'incorpo-
ration de 35-S dans les cellules BA+, d'interpréter sur les his-
toautoradiographies cette variation de 1'intensité de la radio-
activité en termes d'ions 35-804 non libres.

2. RECHERCHES BIOCHIMIQUES EN VUE DE L'IDENTIFICATION DE LA
NATURE CHIMIQUE DU OU DES SUBSTRATS QUI FIXENT DES GROUPEMENTS

35-50, DANS L'ADENOHYPOPHYSE DE CYPRIN.

a) Buts des recherches

Les recherches précédentes nous ont permis de dé-
montrer 1l'incorporation de 35-S dans les cellules préhypophysaires
PAS+, BA+, AF+ des espéces étudiées aprés injection de 35—504Na2.
L'étude biochimigue gue nous rapportons ici a eu pour but de
rechercher la nature du ou des substrats auxquels sont fixés ces
groupements 35-—$O4 dans ces cellules préhypophysaires,

Nous avons retenu pour cette &tude le Cyprin chez
qui les cellules BA+ représentent approximativement la moitié du
parenchyme préhypophysaire. Nous avons en plus la certitude, chez
ce Poisson, d'obtenir 24 h aprés l'injection de 35—SO4N32, une

Ay S



Planche XVI

Fig. l.- Autoradiographie d'une bande électrophorétique d'un mélgnge de
35-S0yNa, et de 35-S-méthionine (sans entraineur) . Condltlonz .
de 1l'électrophorése : acide formique 2N, lo volts par cm pendan

1 h 30.

Fig. 2 - Autoradiographie (N° 2) d'une bande €lectrophorétique d'une pré-
hypophys§ de Cobaye aprés fixation et hydrelyse 24 heures aprés
1'injection dg ?5—504Na2. Durée de l!'électrophorase ;-1 <Rl
Durée d'exposition : 1 mois. e
Noter la présence de plusiecurs zones radioactives en plus de
celle correspondante aux groupements 35—503,
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Planche XV
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Planche XVII

Fig. 1 - Autoradiographie (n° 95) de bandes électrophorétiques d'une pré-
hypophyse (d et e) et d'un fragment de foie (a et b) fixés et
non hydrolysés, provenant d'une méme Souris.2} heures aprés 1'in-
jection de radiosulfate. Durée d'exposition : 2 mois.

Bande a
n b
n c
1] d
@

n

LT oo oe L1 ee

moitié du broyat hépatique

autre moitié du broyat hépatique + 35-S04Naj témoin
35—504Na2 témoin

moitié du broyat préhypophysaire + 35-504Na,

autre moitié du broyat préhypophysaire.

Fig. 2 - Autoradiographie (n° 105) de bandes électrophorétiques de 1'hy-

drolysat d'une

de 35-50,Na,.
Bande a
n b

préhypophyse de Souris 24 heures aprés l'injection

35-804Na, témoin
moitié de 1l'hydrolysat préhypophysaire + 35-80,yNa,

c ¢ l'autre moitié de l'hydrolysat préhypophysaire.

Fig. 3 - Autoradiographie (n° 108) (& gauche) et bande électrophorétique
(& droite) correspondante,colorée & la ninhydrine, de 1'hydroly~-
sat d'un fragment de foie provenant du méme animal que la fig, 2.
Noter la présence de zones radioactives ninhydrine-positives.
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Fig. 1 -

Fig. 2 -

Fig. 3 -

Fig. 4 -

Planche XVIII

i;;g;;d;zgrgghles Fno ?21 de bandes électrophorétiques de 2 pré-
ATicas {'in' 2 QY?rln flxges et non hydrolysées. Autopsie 24 h

Jection de radiosulfate. Durée de l'é&lectrophorese :
1 heure 30.

Bande a : moitié du broyat préhypophysaire
“ b : l'autre moitié du broyat préhypophysaire +
35~SO4Na .

Noter 1'absence d'ions 5-S0; non libres dans le broyat (bande a)
et la possibilité de migration des ions 35-80, libres ajoutés
avant l'électrophorése. Durée d'exposition : 4 mois.

Autoradiographies (n° 37) de bandes électrophorétiques de 10 pré-
hypophyses de Cyprin fixées puis broyées. Autopsie 24 h aprés
injection de 35-80,Na,. Durée de 1'électrophorése:l heure.
Bande a : moitié du broyat non hydrolysé
" b : moitié du broyat hydrolysé.
Toute la radioactivité immobile en "a" est donc constituée de
radicaux 35—504. Durée d'exposition : 7 jours.

Autoradiographies (n°® 51) et bandes électrophorétiques corres-
pondant a 10 préhypophyses de Cyprin prélevées, fixées et hydro-
lysées ensemble. Autopsie 24 h aprés 1l'injection de 35-50,Najy.
Durée de 1l'électrophorese : 1 h 30.
A gauche : moitié de 1'hydrolysat + 35-804Na,
Bande a : autoradiographie
" b : bande électrophorétique correspondante colorée
a la ninhydrine.
A droite : l'autre moitié de 1'hydrolysat
Bande a : autoradiographie
" b : bande électrophorétique correspondante colorée
a la ninhydrine.
Durée d'exposition : 1 mois 1/2.

Noter la présence d'une seule zone radioactive ninhydrine-négative.

Autoradiographies (n°® 67) de bandes électrophorétiques (dans
1'acide formique 2 N) de 2 préhypophyses de Cyprin non fixées
et non hydrolysées. Durée de 1'électrophorése : 1 h 30.

Bande a : 35-SQ4Na, sans entraineur
" p : moitié du broyat préhypophysaire + 35-80,Na,
" o : l'autre moitié du broyat préhypophysaire,

Noter la présence de plusieurs zones radioactives : la plus
rapide correspond aux ions 35-50, libres,
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incorporation du 35-S8 préhypophysaire sous forme.de 35-s0, 1lié.
Dans les organismes animaux, les ions SO, pro-

viennent soit directement de radicaux sulfates requs par: l'ali-
mentation, soit indirectement des voies de catabolisme des acides
aminés soufrés (in POLONOWSKI, 1965). Ils vont &tre retrouvés

sous forme de sulfates inorganiques et d'esters sulfuriques .
("ethero-sulfate" ou sulfo-conjugués) ., Le passage du sulfate inor-
ganique aux diverses formes combinées se fait obligatoirement par
l'intermédiaire d'un nucléotide de transfert : le 3'-phospho-
adénosine-5'-phosphosulfate (ou PAPS) formé par un couplage éner-
gétigue avec 1'adénosine triphosphate (ou ATP). Cette "activation"
du sulfate se réalise en deux étapes, selon le schéma suivant

(LIPMANN, 1958) :
Adénosine triphosphate

ATP-sulfurase

Ad - Rib -"P.P.P.+ SO4Hy =tk Ad - Rib - P SO,H + P P
APS~-Kinase 5t
Ad - Rib - P SO,H + ATP = - Ad - Rib = P SO,H + ADP
751
P

C'est & partir de cette forme active du sulfate que
se fait le transfert sur les phénols, les 3 5 hydroxystéroides,
les osamines et les oses de certains oligosaccharides, polysac-
charides, polysaccharides-peptides ou encore sur les cérébro-

galactosides.
Le choix du substrat gue nous nous proposons de

caractériser reste donc assez large. A priori, il peut s'agir
aussi bien d'un processus de détoxication s'adressant & de petites
molécules (phénol, stéroides), qu'ad un processus de synthése de
polysaccharides sulfatés ou de glycolipides tels gu'un sulfatide.
Les résultats histochimiques orientent pourtant notre choix vers
le groupe des glycoprotéides, étant donné l'affinité tinctoriale
pour le réactif de Schiff de ces éléments cellulaires apreés oxy-
dation periodique. Il ne s'agit 1la bien entendu que d'une orien-
tation de nos méthodes d'étude gui n'exclut pas 1'incorporation
concomitante de 35-50; sur d'autres substrats tels que les sulfa-
tides qui peuvent également présenter, selon LISON (1960) une
réaction métachromatique associée & une coloration positive au

PAS. L'8tabliswemat d'un protocole d'étude des substances

préhypophysaires caractérisées - dans nos techniques histoautora-
diographiques doit donc se fonder sur les propriétés fondamentales

des polysaccharides sulfatés permettant leur identification et
leur séparation des autres substances susceptibles d'&tre intéres-

sées par ce transfert actif de groupements $-35-50,.
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b) Principe des méthodes

1) Définition des glycoprotéides sulfatés

On utilise généralement le terme de"mucopolysac-
charides sulfatés" pour désigner une classe de glycoprotéides
dont le caractére acide se rapporte essentiellement a l'existence
dans leur structure de groupements sulfates estérifiant 1'une
des fonctions alcooliques dfune osamine ou d'un ose (revues
d'ensemble : BRIMACOMBE ct WEBBER, 1964 ; GOTTSCHALK, 1966). Le
terme de "mucopolysaccharide" fut introduit par MEYER et coll.
en 1958 pour désigner "les polysaccharides d'origine animale ren-
fermant des osamines et rencontrés soit & 1'état pur, soit a
1'état de combinaisons salines avec les protéines". Le préfixe
"muco" rappelle dans cette définition le rapport de ces substances
avec le mucus qui avait alors une signification physiologigue de

sécrétion visqgueuse.
Les progrés réalisés dans l'isolement et 1'étude

des glycoprotéides ont amené l'introduction progressive dans
cette définition de tout un ensemble de propriétés caractéris-
tiques de ce groupe, qui lui confere son individualité.

On souligne tout d'abord leur faible teneur en
protéines pour les différencier des glycoprotéines (STACEY, 1946)
puis bientdt leur caractére acide rattaché 3 la présence d'aci-
des uroniques et de groupements sulfates (BETTELHEIM - JEVONS,
1958) . Enfin, JEANLOZ en 1962 réserve le nom de mucopolysaccha-
rides acides aux hétéroglycanes qui cpntiennent des résidus
d'osamine (N-acétylglucosamine ou N-acétylgalactosamine) et d'a-
cide uronique (acide D-glucuronigue ou acide L-Idurnnigue) réunis
dans une unité structurale disaccharidique de base, caractéris-
tigque de chacun d'ecux (tableau VIi). Si 1'on s'attache au sens
strict de cette définition, le terme de mucopolysaccharide s'ap-
plique donc & l'acide hyaluronigue, aux chondroitines (chondroi-
tine-4-sulfate (A) et chondroitine-6-sulfate (C)), au dermatane
sulfate (chondroitine-sulfate B), & 1l'héparitine-sulfate et a
1'héparine. On 1l'étend cependant habituellement & d'autres amino-
Egiysaccharides acides qui ne renferment pas d'acide uronigue
mais quiaccompagnent les autres mucopolysaccharides acides dans
1a structure du tissu conjonctif. Clest le cas notamment du
-sulfate (isolé de la cornée de 1l'oeil de boeuf) dont

kératane

les chaines polysaccharidiques sont constituées d'osamines, de

galactose, parfois de fucose et d'acide N-acétylneuraminique
mais dont le caractére acide se rattache essen-

(acide sialique)
tiellement a la présence de groupements sulfates. Les travaux de

BHAVANANDAN et MEYER (1967) ont permis de démontrer que dans ces
chaines d'hétéropolysaccharides 40 % des fonctions alcooliques

s du galactose sont intéressées dans la liaison ester-
tage s'élevant a 74 % pour la fonction

B

primaire
sulfate, ce pourcen
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alcoolique primaire de la N-acétylglucosamine.

I1 faut enfin signaler l'existence d'une derniére
classe de glycoprotéides sulfatés récemment caractérisés dans
les sécrétions intestinales de Porc (INOUE et YOSIZAWA, 1966) et
dans les sécrétions bronchiques humaines (HAVEZ et coll.l967a et
rattachées par de nombreux éléments de leur structure aux glyco-

protéines ayant une activité de substance de groupe sanguin, mais

b)

gui possédent une teneur variable en fucose et en groupement sul-

fate. _
Une définition des polysaccharides ne peut donc

se rattacher strictement au groupe des mucopolysaccharides acides.
Elle doit tenir compte tout d'abord de la nature des glucides en-

trant dans la structure de la chaine polysaccharidique. Si nous
nous référons 3 la terminologie de JEANLOZ, nous distinguerons
trés nettement en fonction de ces données actuelles :

. Les_glycosamino-glycanes-sulfates constitués de galactose,
d'hexosamine et de pourcentage variable de fucose et de grou-
pements sulfates Cette classe de dérivés s'apparente plus par
leur structure aux glycoprotéines dont elle posséde notamment

un des éléments caractéristiques représenté par la lactosamine

(D-galactosido. 3 (1-4) - N-acétylglucosamine) . Nous pouvons
ranger dans ce groupe les substances de groupe sanguin sulfa-

tées des mucines bronchique et intestinale et le keratane-sul-

fate de la cornée. Nous les désignerons sous le terme de gly-—
copeptides sulfatés. '

. Les glycosamino-glycuronoglycanes-sulfates caractérisés par la
présence constante d'acide uronigue et qui se divisent en deux

groupes selon la nature de l'osamine :

- glucosamine pour 1'héparitine-sulfate et 1'héparige

- galactosamine pour les chondroitines-4 et 6-sulfate et pour
le dermatane-sulfate. : :

La présence simultanée de groupes carboxyliques (de l'acide

uronique) et de groupements sulfates confére 3 ces molécules

un caractére acide beaucoup plus marqué que pour le groupe des

glycosamino-glycanes—sulfates. Nous les désignerons sous le
terme de Qolxsaccharides—peptides—sulfates.

coslone
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Tableau VI

Glycosaminoglycurono-~ N-Acétyl-D-Glucosamine Acide uronigue Point
glycanes ou D-Galactosamine d'attache
Acide hyaluronigue N. Ac~D-glucosamine Ac.-D-glucuronigue

Dermatane-sulfate

(chondrcitine-sulfate B) N. Ac~D-galactosamine Ac.-L-Iduronigue Cy4 D.galP®

Chondroitine-4-sulfate N. Ac-D-galactosamine Ac.-D-glucuronigue Ca D.galPe
(a)

Chondroitine-6-sulfate id. id. Cg D.gall€
(B)

Héparitine sulfate N. Ac-D-glucosamine Ac.-D-glucuronique N-sulfate

50 % N-sulfatée

Héparine D-glucosamine Ac.-D-glucuronique N-sulfate
N-sulfatée et O.-sul- 3-sulfate Ce (glucosairing)
atée un peu Ac,.L. Idu- C3 (glucuronigue)

ronique
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Classification des glycoprotéines sulfatées

. Glycosamino-QlVCanes—sulfates ou glycopeptides-sulfates

Composition :-galactose
-hexosamines (N-acétyl-glucosamine et

galactosamine)
~fucose
-lactosamine
-sulfate
Exemples : -substances de groupe sanguin sulfatées

des mucines bronchiques et intestinales
~kératane-sulfate

- Glycosamino-glycurono-glycanes-sulfates ou polysaccharides-—
peptides-sulfates (tableau VI)

Composition :-acide urpnique (ou iduronigue)
—-glucosamine ou galactosamine
-sulfate

Exemples : -héparitine-sulfate, héparine
-chondroitine-4 et 6-sulfate
-dermatane~-sulfate.

2) Méthodes de préparation et de fractionnement des
glycoprotéides sulfatés

Jusqu’a ces toutes derniéres années, 1'étude des
glycoprotéides sulfatés se limitait essentiellement & rechercher
les éléments caractéristiques de la composition et de la struc-
ture des chaines polysaccharidiques soigneusement débarrassées
de toute trace de protéine au cours des différentes &tapes de
1'extraction. Ce protocole d'étude se justifiait d'autant mieux
gu'il se référait & la définition initiale des mucopolysacchari-
des considérant la liaison glucide-protéine comme une liaison

saline. On sait actuellement, & la suite des travaux de

RODEN et ARMAND (1966) sur les chondroitines-sulfates et de
KNECHT, CIFONELLI et DORFMAN (1967) sur 1'héparitine-sulfate que
la définition méme de cette liaison reposait sur un artefact de
préparation utilisant un séjour plus ou moins prolongé en milieu
alcalin. Ce traitement alcalin entrainerait 1la rupture 4'une
liaison covalente alcali-labile.

saie s vinies
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Y Pour les glycosamino~glycurono-glycanes'sulfatés,
cette liaison alcali-labile &tudiée par LINDAHL et RODEN (1966)

correspond a l'enchainement suivant : Alcali-labile

4

Polysaccharide &« GAT, - GAL - XYLOSE - O 2 SERINE=-PEPTIDE

Pour les glycosamino-glycanes sulfatés, une liai-
son alcali-labile a €galement été caractérisée dans le kératane-
sulfate (SENO et coll., 1965 - BRAY et coll., 1967). Il s'agit
cette fois d'une liaison"o - glucosidique" intéressant la galacto-
samine et un hydroxyaminoacide (Sérine ou Tharéonine) entrant dans

la struct ] :
cture de la chaine polypeptide : Alcali-labile

Polysaccharide - N.acétylgalactosamine - 04£SERINE-PEPTIDE

a(— Libération des polysaccharides -peptides

T e i — — — — —— _— —— i —— o —— —— —— ———— —— ———

Les méthodes récentes de préparation des poly-
saccharides tissulaires s'attachent & protéger au maximum cette
liaison glucide-protéine en évitant tout passage en milieu al-

calin : ; . :
4 On peut, dans certains tissus, extraire directe-

ment aprés broyage et homogénéisation les polysaccharides-proté-
ines. C'est le cas par exemple des chondromucoprotéines isolées
par HEINEGARD et GARDELL (1967) du'nucleus pulposus" humain et par
HOFFMAN et coll. (1967) du cartilage du septum nasal bovin. Gé&-
néralement, on ne peut libérer aussi facilement ces glycoprotéi-
des de l'architecture tissulaire. On doit alors avoir recours i
une hydrolyse enzymatique de 1'homogénat tissulaire visant a ré-
aliser des coupures suffisantes du squelette polypeptique pour
permettre l'extraction des polysaccharides-peptides. C'est ainsi
gue KNECHT, CIFFONELLI et DORFMAN (1967) isolérent récemment de
l'aorte humaine l'héparitine-sulfate-peptide (de poids molécu-
laire 24.000) et du foie humain le dermatane-sulfate-peptide.

Cette protéolyse s'adresse bien entendu 3 1'en-
semble des protéines et glycoprotéides tissulaires. Un fraction~
nement de l'hydrolysat s'avére indispensable pour isoler du mé-
lange les sulfo-polysaccharides~peptides.

Différentes méthodes de fractionnement ont &té
proposées pour l'isolement des polysaccharides acides libérés
par hydrolyse alcaline ou des polysaccharides-peptides obtenus
par protéolyse enzymatique.

susl i
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NS Certaines de ces techniques sont relativement peu
spécifiques d'un groupe particulier de polysaccharides et s'a-
dresgent aussi bien aux glycopeptides neutres qu'aux sialoglyco-
peptides ou aux sulfo-polysaccharides-peptides. La précipitation
éthanolique utilisée par MEYER et coll. (1958) se range dans ce
type de méthode de précipitation.

Gl AL T T e SR A T R TR S S S e v e ol o s b e

D'autres méthodes au contraire s'adressent exclu-
sivement aux glycopeptides acides (riches en acide -Acétylneura=-
minique) et aux polysaccharides-peptides sulfatés. Ces techniques
utilisent la précipitation par les sels d'ammonium quaternaire
capables de former avec les polysaccharides acides des complexes
insolubles en milieu de faible force ionique (SCOTT, 1955). Ces
complexes se dissocient plus ou moins facilement lorsqu'on aug-
mente la concentration du milieu en chlorure de sodium. On peut
ainsi isoler et fractionner différents types de polysaccharides
acides libérés dans un hydrolysat. Les travaux de DI FERRANTE et
RICH (1956) et de SCOTT (1960) ont précisé trés exactement les
conditions de précipitation des différents types de polysacchari-
des-peptides en présence de chlorure de cétylpyridinium (CPC) ou
de bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB).

- e o e s e e s e e em e e

Une précipitation sélective des glycopeptides et
des polysaccharides-peptides sulfatés peut &tre obtenue par for-
mation de complexes avec le Rivanol a pH 1,5.

Ces complexes sont dissociés dans une solution de chlorure de
sodium & 5 %, les polysaccharides libérés peuvent alors &tre pré-
cipités par 1'éthanol qui réalise simultanément 1l'extraction du
Rivanol. Cette méthode préconisée en 1961 par WHITEHOUSE et
BOSTROM (1961) précipite quantitativement les polysaccharides
sulfatés (chondroitines-sulfates, kératane-sulfate, héparitine-
sulfate, héparine) mais aussi les glycosamino-glycanes sulfatés
apparentés aux substances de groupe sanguin (HAVEZ et coll., 1967
a et b). Elle s'adapte aisément & la préparation de trés faible
guantité de polysaccharides sulfatés, inférieurea 1 mg. Cette
précipitation n'intéresse pas le sulfate inorganique. Son_inté-
rét essentiel réside dans la séparation des glycopeptides acides

(sialoglycopeptides) gui ne sont pas précipités dans ces condi-
tions.

saccharides-ggegiggﬁ

———— . SN W e

On peut caractériser les polysaccharides-peptides

e
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par diverses méthodes fondées sur leur poids moléculaire ou sur
leur caractére acide.

La chromato faphie de filtration sur colonne de
Séphadex ou sur gel de polyacrylamide permet de fractionner les
glycopeptides et les polysaccharides-peptides libérés en fonction
de leur taille moléculaire. Appliquée 3 l'hydrolysat total, une
chromatographie sur colonne de polyacrylamide (Biogel P 20) per-
met de séparer des substances de poids moléculaire supérieur 3J
20.000 (exclues du gel de polyacrylamide), de substances de plus
faible taillé moléculaire (plus ou moins retardées dans le gel)
ainsi que des peptides et des sels minéraux élués trés tardive-
ment de la colonne. Les méthodes de dosage chimique (dosage des
oses a l'orcinol, des acides uroniques au carbazol) ou d'autres
méthodes de caractérisation (mesure de la radioactivité, étude
€lectrophorétique, etc ...) permettent d'identifier les diffé-
rents composants séparés.

L’électrophordse sur gel d'agarose réalisée en
microméthode en tampon véronal HCl de pH 8,2, force ionique 0,1
‘bermet de séparer les différents types de polysaccharides-pep-
tides en fonction de leur point isoélectrique. Pour vérifier le
pouvoir discriminatif de cette méthode, nous l'avons appliquée
a diverses préparations de polysaccharides-peptides et de glyco=~
peptides sulfatés isolécs de tissus humains (Planche XIX). La
coloration au bleu de Toluidine permet de révéler ces polysaccha-

rides acides. Nous utilisons également l'électrophorése sur pa-
ier en tampon pyridine-acide acétique de pH 3,9. Les diagrammes
sont colorés par le bleu de Toluidine. Cette technique, comme 1la
précédente, donne un fractionnement fondé sur le point isoélec-
trique de ces composants et permet donc d'apprécier le degré
d'acidité des différents types de polysaccharides. Elle offre
sur la microméthode d'électrophorése en agarose l'avantage de
permettre un dépdt plus important de solution A étudier et d'évi-
ter ainsi une concentration parfois g&nante du produit a exa-

miner en électrophorése.
La chromatographie sur colonne de DEAE - Séphadex

A=25 donne également un fractionnement fondé essenticllement sur
le point isoélectrique des polysaccharides-peptides. Les subs-
tances faiblement acides sont &luées dans une solution 4'HC1 0, 0lN
contenant une faible concentration en NaCl (NaCl 0,1 M). Les
Polysaccharides du type de 1'héparitine-sulfate et de 1l'héparine
nécessitant une concentration trés élevée en NaCl (NaCl 1,5 M

Ou méme NaCl 2,0 M). Par un choix judicieux du gradient de concen-
tration en NaCl, on peut obtenir par cette méthode une distinc-
tion beaucoup plus précise de molécules polysaccharidiques mal

individualisées en électrophorése de zones.

vandeivie



Planche XIX

Electrophorése sur gel d'agarose de

différents mucopolysaccharides
peptides et glycopeptides sulfatés.



ETUDE DE MUCOPOLYSACCHARIDES-PEPTIDES
ISOLES DE DIFFERENTS TISSUS

Coloration Bleu de Toluidine

Témoin HEPARINE

3 DERMATANE-SULFATE

KERATANE-CHONDROTTINE-SULFATE
(cartilage)

KERATANE-SULFATE
(cornée)

F -

2

ACIDE HYATJURONIQUE
(corps vitré)

SULFO-FUCOSIDO-GLYCOPEPTIDE

SERUM HEPARINE + CHONDROITINE-
SULFATE -

Sérumalbumine
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L'association de ces techniques de caractérisation
permet d'aboutir 3 une définition précise des polysaccharides-
peptides. Elles représentent d'ailleurs les temps de préparation
et d'isolement nécessaires a l1l'étude chimique de ces substances.
Une définition plus précise ne peut &tre obtenue gue par l1l'étude
" des éléments de structure du polysaccharide-peptide isolé. Nos
préparations ne nous permettant pas d'envisager la préparation
d'une quantité suffisante de substance pour aborder ces études
structurales, c'est & ce protocole de caractérisation et d'étude

gue nous nous limiterons.

c) Matériel et méthodes

Les hypophyses de 200 Cyprins sont prélevées 24 h
aprés l'injection de sulfate radiocactif. Nous nous sommes effor-
cés de ne conserver pour cette étude que la pars distalis seule,
en éliminant soigneusement la pars intermedia et une grande par-

tie de la neurohypophyse.
Le cartilage de Poissons est également prélevé

24 h aprés l'injection de sulfate radioactif. Ce matériel nous
permet d'obtenir un produit de référence riche en chondroitine-
sulfate et en kératane-sulfate marqués par 35-80, gue nous avons
utilisé pour la mise au point de nos méthodes de fractionnement.
Nous utilisons comme substances de référence :
- un kératane-sulfate-peptide préparé a partir
de la cornée d'oeil de boeuf,
- un chondroitine-sulfate-peptide obtenu & partir

du cartilage bovin et purifié par chromatographie sur DEAE -

Géphadex, ~ une fraction d'héparitine-sulfate isolée des
urines d'un malade atteint d'une maladie de HURLER,

- une hyaluronate-protéine isolée du corps vitré
bovin, ; r, ” T .

- des glycopeptides sulfatés préparés a partir des
sécrétions bronchiques humaines par fractionnement au Rivanol de

1'hydrolysat pronasique,
- les mélanges de sphingomyélines, lécithines, cé-

phalines, cérébrosides et acides gras utilisés comme substance de
référence dans 1l'étude par chromatographie en couche mince sont

obtenus commercialement.

1) Préparation des hydrolysats tissulaires

Deux temps d'hydrolyse par la papaine, puis par
la trypsine, sont utilisés pour libérer les polysaccharides-pep-
tides hypophysaires.

P P



8l.

4 lots de 50 hypophyses lyophilisées sont mis en
suspension dans un tampon phosphate 0,01 M de pH 6,5. On ajoute
1,5 mg de mercuri-papaine activée par le BAL (Britsh anti-lewi-
site) . Chacun des lots est maintenu 12 heures sous agitation a
37°C. Le pH est réajusté a la valeur de 6,5 et on ajoute alors
une quantité égale de papaine. L'hydrolyse est alors poursuivie
pendant 12 h & 37°cC.

Hydrolyse trypsigue
Le mélange est ajusté a pH 7,0. On ajoute 2 mg de

trypsine et on poursuit 1'hydrolyse pendant 16 heures a 37°C.

Une filtration permet de séparer le résidu tissulaire du surna-

geant d'hydrolyse.

2) rraccionnement de 1'hydrolysat

Le fractionnement de l'hydrolysat est réalisé sur
colonne de Biogel P 20 (40 cm x 1,5 cm). Pour visualiser le frac-
tionnement, un entraineur constitué de glycosamino-glycanes sul-
fatés d'origine bronchigue de poids moléculaire supérieur a
25.000 et une préparation de chondroitine-sulfate-peptides sont
ajoutés au surnageant d'hydrolyse. La colonne de Biogel P 20 est
éguilibrée en eau distillée. Les fractions éluées sont identi-
fiées par lecture des variations de densité optique mesurées 3
278 mpu (mesure de la DO & 278 mu pour le repérage de fraction de
nature protéique (présence d'A.A. aromatiques ou de polypeptides)
et la mesure de la radiocactivité est faite & l'aide de 1'appareil
Tri-Carb Packard.

Un fractionnement d'hydrolysat préhypophysaire ct
A'entraineurs sur colonne de DEAE-Séphadex A 25 (microcolonne de
20 cm x 1 cm) est également pratiqué. L'élution est conduite avec
des solutions d'HCl 0,01 N de concentration croissante en NacCl
(0,1 M, 0,3 4, 0,7 M, 1,0 M). Une mesure de la radioactivité est
pratiquée sur les fractions éluées a l'aide de 1'appareil Tri-Carb.

3) Caractérisation des sulfoglycopeptides

Les fractions obtenues par chromatographie de
gel filtration sont précipitées par le chlorure de cetylpyridi-
nium (CPC) en milieu NaCl 0,15 M. Elles sont soumises 3 une
étude électrophorétique avec autoradiographie.

Un fractionnement de 1'hydrolysat total avec des
entraineurs par le Rivanol & pH 1,5 permet d'isoler 1'ensemble
des glycopeptides sulfatés en vue de leur caractérisation élec-

trophorétique.
B .--/...
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d) Résultats
1) Hydrolysat total

L'hydrolysc enzymatigue des hypophyses de Cyprin
libere un groupe de glycopeptides sulfatés dont nous avons pl :

- démontrer la nature glycopeptidique par frac-
tionnement au Rivanol i pH 1.5;

- préciser le comportement sur colonne de Biogel
P 20 par rapport a des polysaccharides-peptides témoins,

- définir le ‘caractére dfacidité par 1l'étude élec-
trophorétique et le comportement sur colonne de DEAE-Séphadex

A 25. . _
* &\~ Etude des fractions précipitées par le

——————— o — o g - —— T —————— i — — e ————— ——

Rivancl & pH 1,5

Une partie de l'hydrolysat enzymatique est amenée
a pH I,5. L'addition de Rivanol jusqu'a la concentration finale
de 3 % précipite la totalité des polysaccharides sulfatés pré-
sents. Le radiosulfate inorganique n'est pas précipité dans ces
conditions. Le précipité obtenu est dissous dans une solution de
NaCl & 5 % et précipité par 4 volumes d'éthanol. Cette prépara-
tion reprise dans l'eau distillée est étudiée en électrophoreése
sur papier (voir p.79). On caractérise par autoradiographie de
1'électrophorégramme une zone de radicactivité,.de mobilité élec-
trophorétique légérement inférieure A celle du chondroitine-sul-
fate utilisé comme témoin.

* Le mélange de glycopeptides sulfatés d'origine
bronchique de chondroitine-sulfate et de glycopeptides radio-
actifs de 1l'hydrolysat ﬁypophysaires est déposé sur une colonne

de Biogel P 20 équilibrée en eau distillée.
Le diagramme obtenu est representé dans la planche

XX. La fraction 1 exclue de la colonne de Biogel correspond aux
glycopeptides d'origine bronchigue qui absorbent a 278 mp. Les
chondroitine-sulfate~-peptides de tailles moléculaires variables
mais toujours inférieures a 25.000, sont élués plus tardivement
(fractions 2 et 3). La fraction 4 correspond aux peptides et aux
sels minéraux de 1'hydrolysat. Deux pics de radiocactivité sont
obtenus, 1'un (F3) correspond & une fraction de poids moléculaire
voisine de celle des chondrolitine- sulfate-peptides, l'autre (F4)
peut &tre identifié & un excés de radiosulfate inorganique non
incorporé dans la stcucture définitive des glycopeptides hypo-
physaires , ce qui est en accord avec 1l'analyse électrophorétique
de broyats hypophysaires (p.69 .

Les 4 fractions séparées sont lyophilisées. Nous les soumettons

& une électrophorése sur papier en tampon pyridine-acide acétique

wc-/--n




Planche XX

Chromatographie de gel-filtration sur Biogel P 20 d'un
hydrolysat hypophysairce de cvprin.

Une fraction non radioactive de poids moléculaire supérieur a
20,000 (Biogel P 20) est caractérisée dans la fraction 1 (den-

Sité optique mesurée a 278 mu) .
La fraction 3, riche en glucides combinés,a un poids moléculaire

plus faible et correspond a des glycopeptides dont la faible
copule peptidique ne donne plus d'absorption a 278 mu.
La fraction 4 de trés faible taille moléculaire correspond a du
S04 libre, des oligopeptides, oligosaccharides et sels minéraux.
L'€@tude électrophorétique sur papier et l'autoradiographie
de la fraction 3, montrent que la zone radioactive provenant de
1'hydrolysat préhypophysaire a une mobilité plus lente gue le
chondroitine-sulfate coloré par le bleu de Toluidine.

Chromatoqraphle de gel- flltratlon sur Bloqel P 20 d'un
_hvdrolxsat de cartilage de Cyprin

Méme fractionnement gue ci-dessus d'un hydrolysat de cartilage

de Cyprin. Les mucopolysaccharldes peptldes (chondroitine-sulfate
et kératane=-sulfate) sont obtenus dans la fraction 3. On constate
donc une analogie de comportement sur colonne de Biogel P 20, des
glycopeptides libérés par hydrolyse enzymatique de 1'hypophyse
avec ces mucopolysaccharides acides. Cette analogle ne concerne

- bien entendu que le poids moléculaire de ces: substances,
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de pH 3,9. Les bandes électrophorétiques sont placées 30 jours
au contact du film radiographique. Elles sont ensuite colorées,
tandis que les émulsions photographiques sont révélées.

Une bande de radioactivité est localisée dans la fraction 3,
homogéne, de mobilité électrophorétique inférieure a celle de
l'entraineur chondroitine-sulfate témoin (Planche XX). Elle cor-
respond & un glycopeptide sulfaté, de caractére moins acide que

le chondroitine-sulfate témoin.,

Deux zones de radiocactivité sont révélées par 1'étude radioélec-
trophorétique de la fraction 4. Une zone mineure migre trés ra-
pidement vers l'anode et correspond 3 du radiosulfate libre. La
seconde fraction, de mobilité électrophorétique voisine de celle
du glycopeptide ‘identifié dans la fraction 3 est cependant plus
diffuse en électrophorése, Elle s'identifie & un glycopeptide

de poids moléculaire plus faible que le précédent.

Deux glycopeptides de poids moléculaires différents sont carac-
térisés par chromatographie sur colonne de Biogel P 20. Ces deux
glycopeptides ont incorporé une fraction trés importante du ra-
diosulfate hypophysaire,

Pour confirmer le caractére glycopeptldlque de ces composants,
nous avons vérifié qu'ils étaient bien précipités par le chlorure
de cétylpyridinium (CPC) en milieu chloruré sodigue 0,15 M.
L'addition d'une solution de CPC & 1 % & la fraction 3 précipite
le chondroltine-sulfate et entraine éqalement la totalité de la

radiocactivité.

trés

—————— iy T S — T ——— T — . T S S — v —

A 25

R L'hydrolysat hypophysaire est précipité par 4 vo-
';lumes d!'éthanol. Le précipité est mis en solution.dans 1 ml d'eau
distillée et déposé sur une colonne de DEAE-Séphadex A 25 équi-
librée par une solution de NaCl 0,1 M. Le passage successif des

solutions de NaCl de concentration croissante (0,1 M, 0,3 M,
0,7 M, etc ...) permet d'éluer deux pics de radioactivité ; 1'un
en HC1 0,01 N, Nacl O,1 M, le second en HCl 0,01 N, NaCl 0,3 M.

ifdanehe XA Cette technique de fractionnement sépare trés net-
tement les glycopeptides et les polysaccharides sulfatés en fonc-
tion de leur caractére acide. Nos étules réalisées sur diverses
préparations de polysaccharides-peptides nous ont permis de cons-
tater que le kératane-sulfate et les glycopeptides sulfatés des
sécrétions bronchiques étaient généralement élués en présence
d*une solution de NaCl 0,3 M en HCl 0,01 N. Les chondroitines-
sulfates sont élués plus tardivement (NaCl 0,7 M ou 1 M), l'hé-
paritine-sulfate est obtenue en présence de NaCl ou méme 1,4 M.
I1 faut utiliser des solutions de NaCl 1,5 M et 2,0 M pour éluer

les préparations d'héparine (HAVEZ et coll., 1967 a et b).
dl'/be'



Planche XXI

Etude comparative des chromatographices sur DEAE-S& ﬁadex A' 25
d'hydrolysats hypophysaires et de cartilage de Cyprin.

: Hydrolysat préhypophysaire

En 0,1 M NaCl est éluée une fraction de caractére neutre qui.ne
renferme qu'une faible trace de radiosulfate. La fraction majeure
radioactive de 1'hydrolysat hypophysaire est obtenue en 0,3 M NacCl,

Son comportement s'apparente a celui du kératane-sulfate témoin
gqui est présent dans l'hydrolysat de cartilage.

Hydrolysat de cartilage

Dans 1'hydrolysat de cartilage,
charides sulfatés riches en grou
plus tardivement (chondroitine

on trouve en plus des mucopolysac-
pements sulfates qui sont &luds
-sulfate essentiellement) .
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Les glycopeptides sulfatés libérés par :hydrolyse de la préhypo-
physe ont donc un comportement analogue & celui des glycosamino-
glycanes sulfatés (kératane-sulfate, peptides ou glycopeptides
sulfatés des sécrétions muceuses épithéliales) (INOUE et YOSIZAWA,
1966 - HAVEZ et coll., 1967 a et b). Ces résultats confirment
ceux de l'électrophorése sur papier en tampon de pH 3,9 (Planche

XX) .

2) Etude du résidu d'hydrolyse

Le résidu d'hydrolyse séparé par centrifugation
a4 7000 t/m. conserve une nette radioactivité., Il se caractérise
par sa richesse en composants de nature lipidique : une extrac-
tion par l'acétone entraine une faible partie de cette radioac-
tivité. L'extrait acétonique est évaporé et étudié par chroma-
tographie en couche. mince de gel de silice (Plande XXII). La
chromatographie est réalisée avec le solvant chloroforme/méthanol/
€au 65 : 25 : 4 qui permet de séparer par ordre de mobilité dé-
croissante : lipides neutres, acides gras libres, cérébrosides,
céphalines, cérébrosulfatides, lécitines, lysocéphalines, sphin-
gomyélines, lysolécithines.
Une autoradiographiec du chromatogramme permet d'identificr trois
composants radiocactifs gui se localisent dans la région de Rf
analogque a celui des sphingomyélines. On caractérise sur le chro
matogramme trois fractions majeures correspondant aux lipides
neutres, aux cérébrosides et aux céphalines. Mais nous n'avons
Pl préciser la nature exacte des substances décelées par 1l'auto-

radiograplie, Une seconde délipidation du résidu d'hydrolyse
par le mélange chloroforme-méthanol, (2 : 1)n'entratne pas de ra-
diocactivité. Le résidu ainsi délipidé est 3 nouveau soumis & une
hydrolyse par pronase. L'hydrolysat obtenu est déposé sur une
colonne de Biogel P 20 et soumis & une chromatographie en pré-
sence de chondroitine-sulfate ajouté & 1l'hydrolysat. Les frac-
tions sont séparées, lyophilisées et étudiées par électrophoreése
en agarose a pH 8,2. Les autoradiographies permettent de carac-
tériser une fraction radioactive, légérement retardée sur colonne
de Biogel P 20, mais qui possédc une mobilité €électrophorétique
identique a celle du chondroitine-sulfate ajouté & 1l'hydrolysat.

e) Conclusions

Deux hydrolyses successives par la papaine et par
la trypsine de préhypophyses de Cyprins obtenues 24 h aprés 1'in-
jection de radiosulfate permettent de libérer un groupe de compo-
sants radioactifs, de poids moléculaire inférieur a 20.000, bien
séparés du radiosulfate "libre" par chromatographie sur colonne
de Biogel P 20. Ces composants posseédent les caractéristiques de

skl awn
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précipitations par le chlorure de cétypyridinium et par le

Rivanol & pH 1,5 caractéristiques des polysaccharides sulfatés

ou des glycopeptides sulfatés. Leur mobilité électrophorétique

est inférieure 3 celle du chondroitine-sulfate en tampon de pH 3, 9.

Aprés délipidation par l'acétone et le mélange
chloroforme-méthanol du résidu d'hypophyse, un second groupe de
polysaccharides sulfatés peut &tre libéré par hydrolyse pronasi-
gue. Ces polysaccharides sulfatés migrent en électrophorése en
agarcose dans la zone de mobilité électrophorétique du chondroi-
tine-sulfate. Enfin, une faible radiocactivité peut &tre extraite
du premier résidu d'hydrolyse par l'acétone. Nous avons pli démon-
trer que cette fraction ne peut &tre identifiée a des cérébro-
sulfatides mais qu'elle se déplace en chromatographie sur couche
mince de gel de silice dans la région de Rf analogue & celle des
sphyngomyélines., Nous n'avons pQ préciser exactement la nature
de ce composant soluble dans 1l'acétone gui peut correspondre a
du 35-S incorporé dans des éléments structuraux des membranes
cellulaires de 1l'adénohypophyse ou de la neurohypophyse : ce gue
1'étude autoradiographigue en microscopie optique et électronique
nous autorise a admettre (voir p. 50). Une autrc interprétation
de la nature de ce composant radioactif repose sur la contamina-
tion du 35-S par du 32-P gue nous avons signalée au début de ce
travail (voir p. 24). Mais la majeure partie du radiosulfate est
bien incorporée au niveau de la préhypophyse dans la structure de
glycosaminoglycanes-sulfatés,

s
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IX - CONCLUSIONS GENERALES

Ainsi de l'ensemble de ces recherches histoauto-
radiographiques, histochimiques et biochimiques réalisées sur la
Préhypophyse, tant in vivo qu'in vitro, avec le radiosulfate, se
dégage un fait commun aux espéces étudiées (Cobaye, Souris,
Cyprin, Black-Molly) : 1'intense participation de groupements SO7
au métabolisme des cellules préhypophysaires PAS+, BA+, AF+.

Les résultats apportés par 1'étude de 1l'incorpo-
ration de différentes radiomolécules (acides aminés, acétate,
glucose) indiquent, en accord avec leurs propriétés histochimiques,
que ces cellules sont le lieu d'une synthése polysaccharidique ou
glycoprotéique., Ces faits nous conduisent 3 admettre la partici-
pation de groupements S0, & la biosynthése de ces molécules poly-
saccharidiques.

En effet, chez le Cyprin, aprés injection de
35—304Na2, nous avons pu, par des méthodes biochimiques, isocler
2 composants contenant la quasi-totalité de la radioactivité pré-
sente dans la préhypophyse et qui possédent les caractéristiques
physico-chimiques des polysaccharides sulfatés ou de glycopepti-
des sulfatés. L'un s'apparente par certaines de ses propriétés
physico-chimiques au chondroitine-sulfate: 1'autre n'en diffeére
que par ses propriétés électrophorétiques, qui en font un compo-
sant de caractére nettement moins acide. Etant donné que la ré-
partition des différentes catégories cellulaires dans la préhy-
pophyse rend impossible 1'isolement de la variété cellulaire
riche en 35-S0,, nous ne pouvons préciscr si un seul ou les deux
polysaccharides isolés sont synthétisés dans ces cellules,

En ce qui concerne la nature fonctionnelle des
cellules gqui fixent intensément du 35-S04, si & la suite des ex-~
périences de thyroidectomie, on peut admettre la nature thyréo-
trope de ces cellules chez le Cobaye et la Souris ;7 par contre,
chez le Cyprin, cette intense incorporation de radiosulfate in-
téresse aussi bien les cellules dont les unes seraient thyréo-
tropes et les autres gonadotropes,

Les recherches futures devront donc s'orienter
d'une part vers l'isolement et l'identification de la structure
de ces composants sulfatés, que l'on sait &tre de nature poly-
saccharidique chez le Cyprin, d'autre part vers 1l'établissement
des rapports ou des liens qui existent entre ces molécules sul-
fatées et les hormones contenues dans ces cellules PAS+, BA+, AF+.
En effet, l'existence de ces rapports est attestée par nos obser-
vations chez la Souris thyroidectomisée, qui indiquent que la
vitesse du renouvellement des ions 35-80, non libres est fonc-
tion du degré de synth&se hormonale des cellules préhypophysaires
thyréotropes.
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