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Avant-propos

La plasticité neuronale est la capacité du systeéemeeux central a modifier les relations
anatomiques et fonctionnelles entre les neuroniedafpermettre I'adaptation de I'organisme aux
modifications de I'environnement ou du milieu ingéir. Cette plasticité a été trés étudiée et
s’exprime par plusieurs aspects interdépendantsneoma plasticité synaptique, telle qu’elle est
mise en évidence par des phénomeénes de type LTPT®t la plasticité induite par des
changements hormonaux tels que I'expression destnansmetteurs et de leurs récepteurs, et
enfin une plasticité de type morphologique et stmate. Malgré I'avancement des connaissances,

les interrelations entre ces diverses modes dégtagestent encore mal connues.

Le systéme hypothalamo-neurohypophysaire (le modeélgplasticité utilisé dans ce travail de
thése) est I'exemple d’'une région extrémement benshiux changements physiologiques et
hormonaux. Ce systeme subit des remaniements rrenigaes et morphologiques remarquables
associés a des stimuli physiologiques bien idéstifiels que la déshydratation et I'allaitement. Ce
systeme est constitué des noyaux hypothalamiquegnauallulaires supraoptiqgue (NSO) et
paraventricullaires (NPV), dont les neurones ptejgtdans la neurohypophyse ou ils sécréetent
deux neurohormones, I'ocytocine (OT) impliquéensik parturition et la lactation (Richard et al.
1991), et la vasopressine (AVP) qui participe aélgulation de I'équilibre hydrominéral et a la

vasoconstriction (Ludwig, 1998).

Le systeme hypothalamo-neurohypophysaire est pat@nent innervé par des afférences
monoaminergiques, en particulier de type catéchiokwgique. Bien que [linnervation

noradrénergique soit la plus importante des inriEma catécholaminergiques, son role sur la
sécrétion et I'expression des neuropeptides AVRTtdans les neurones magnocellulaires, ainsi
gue les mécanismes sous-jacents restent encomenrals. Une voie directe ou indirecte pour son

effet est encore discutée.

Dans la premiere partie de lintroduction nous @éos en détail le systeme hypothalamo-
neurohypophysaire, et dans la deuxiéme partie eap®serons la biologie des neuropeptides
sécrétés par ce systeme, 'AVP et I'OT. Enfin densoisieme partie nous nous focaliserons sur
les variations d’expression des neuropeptides (AYP) au sein de ce systeme dans des modeles
de plasticité neurochimique et structurale indytr afférences noradrénergiques. Puis nous
exposerons notre hypothese concernant les fadteplisjués dans cette régulation en particulier le
monoxyde d’azote (NO), et les métalloprotéinasesm2Mt MMP9.
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Le systeme hypothalamo-neurohypophysaire

Le systeme hypothalamo-neurohypophysaire est ¢toé@sprincipalement de deux noyaux
hypothalamiques pairs : les noyaux supraoptiquédQNet les noyaux paraventriculaires (NPV)
ainsi que de leurs projections post-hypophysafigsré 1).

En effet les NSO et NPV ainsi que les noyaux aciesss (partie rétrochiasmatique des NSO,

noyau de la commissure antérieure, région périvemaire) contiennent les péricaryons des

neurones magnocellulaires dont les axones travetaerone interne de I'éminence médiane et
projettent vers le lobe nerveux de I'hypophyse antact de capillaires fenétrés qui rejoignent la
circulation générale (Scharrer et Scharrer 1944)e Aiveau comme dans I'éminence médiane, les
axones présentent des dilatations axonales voluséseou corps de Herring. Dans le lobe
neurohypophysaire, I'ensemble de ces dilatationgnabes cohabitent avec les pituicytes et

constituent les sites de libération des granulesasécrétoires par exocytose (Lederis, 1974).

|. Les noyaux supraoptiques :

Les noyaux supraoptiques sont situés de part atrd’@u chiasma optique. Ils sont constitués des
péricaryons des neurones magnocellulaires, de®sfibterminaisons axonales (dont nous
définirons la nature plus loin), et de cellulesalgls. Les neurones magnocellulaires sont
caractérisés par des neurones de grand diametd)(#), et possedent un a trois prolongements
dendritiques dont la majorité s’étale ventralemaarts une couche gliale formant alors un plexus
susceptible de recevoir des afférences axoniquesisifong et al., 1982). Deux populations
neuronales distinctes composent ces noyaux : l'exgrime l'ocytocine (OT) et l'autre la
vasopressine (AVP). Les neurones ocytocinergigaesrepartis de facon antérodorsale tandis que
les neurones vasopressinergiques sont preférentiefit répartis de fagcon postérieure et ventrale
(figure 2A).
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Eminence

médiane / -

Tige hypophysaire

Post-hypophyse

Figure 1: organisation de I'axe hypothalamo  -neurohypophysaire (d’aprés Hatton,
2002)
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ll. Les noyaux paraventriculaires

Les noyaux paraventriculaires sont situés de chagué du 3™ ventricule. La composition
neuronale des NPV n’est pas aussi homogéne qued®INSO puisque dans les NPV cohabitent
des neurones magnocellulaires et des neuronesudeetite taille, les neurones parvocellulaires
(10-15um). Les neurones magnocellulaires sontssitias les parties médiane et latérale de ces
noyaux. La partie médiane magnocellulaire contiricipalement des neurones a AVP et la
partie latérale des neurones a OT (figure 2B). Cerdans les NSO, les neurones magnocellulaires
des NPV possédent eux aussi un a trois prolongsndenidritiques qui sont projetés ventralement
vers le troisieme ventricule. Tandis que les neesomagnocellulaires innervent surtout la
posthypophyse (Alonso et Assenmacher, 1981), lesones parvocellulaires innervent différentes
régions extrahypothalamiques telles que les noyausaphé dorsal, du tractus solitaire, le noyau
dorsal du vague ou la moelle épiniére (Swansoh,et380 ; Swanson et Sawchenko 1983).
D’autres neurones parvocellulaires de type endeciimervent la zone externe de I'éminence
médiane (Wiegand et Price, 1980) ou ils déverseuat Eécrétion dans le systéme- porte et
modulent les sécrétions de I'antéhypophyse (Digritkal., 1976 ; Vandesande et al., 1977). Ces
populations de neurones sont identifiées par lagmée de deux neuropeptides, le CRH et le TRH
(Brownstein et Mezey 1986). Ces neurones peuvenples exprimer d’autres neuropeptides
comme la cholécystokinine, 'AVP, la neurotensihenképhaline ou I'angiotensine (Sawchenko
et Swanson 1985).

lll. Les afférences et efférences des NSO et NPV

1. Afférences catécholaminergiques

Les NSO et NPV recoivent des nombreuses afférenqaegermettent de moduler leur activité, et
les afférences noradrénergiques constituent l&sesftes modulatrices majeures de ces noyaux.
Elles sont issues de la partie A1 de la régiortreé@iérale du bulbe, A2 du noyau du tractus
solitaire, et A6 du locus coeruleus ainsi que duglexe vagal dorsal (Cunningham et Sawchenko
1988 ; Ginsbeg et al., 1994 ; Sawchenko et Swank®82). Cette innervation concerne
majoritairement les neurones vasopressinergiqued\&ll et Skadek 1980)
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Chiasma optique

(O Neurones a
@ Neurones a

Figure 2: Localisation des neurones a vasopressine et a ocytocines dans les NSO et NPV
d’apres de (Hou-YU et al., 1986)
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Il semble que le groupe Al innerve principalemestreurones magnocellulaires du NPV
ainsi que le NSO, alors que le groupe A2 innengédoentiellement les neurones parvocellulaire
du NPV (Cunningham et Sawchenko 1988). Les rélescedg afférences seront évoqués

ultérieurement.

Par ailleurs, des fibres dopaminergiques issued’ail® tegmentaire ventrale et des
neurones des groupes Al1l3 du systeme incerto-hypaiicme et Al4 du systeme
périventriculaire-préoptique contactent eégalementNPV et le NSO (ljima et Ogawa 1981 ;
Lindvall et al., 1984).

2. Afférences sérotoninergiques

Une innervation sérotoninergique modeste provedestgroupes B7, B8, B9 des noyaux
de raphé concerne principalement les neurones ralmaires & OT (Sawchenko et al., 1983 ;
Larsen et al., 1996).

3. Afférences aminoacidergiques

De nombreuses synapses contenant des acides asmiritdeurs comme le glutamate et
'aspartate entrent en contact avec les neurongmaeallulaires principalement au niveau de la
lamina dendritique (Meeker et al.,, 1989 ; Van derl, B991). Les fibres glutamatergiques
proviennent probablement de I'hypothalamus dorsérdd et représentent 25% des synapses des
neurones magnocellulaires. D’autre part, 50% demEses des NSO sont constituées par des
fibores GABAergiques provenant du noyau préoptiqéslian et de la zone périnucléaire des NPV
(Tappaz et al., 1982 ; Renaud et al., 1993).

4. Autres voies afférentes

L'innervation cholinergigue des NSO et NPV est tréwdérée et provient de
I'hypothalamus latéral (Hatton et al., 1983 ; Taksth et al., 1997 ; Takahashi et al., 2001a).

Une innervation histaminergique provenant des noyatéromammillaires et de laire
supramammilaire contacte les neurones magnoce#slaasopressinergiques et ocytocinergiques
(Panula et al., 1984 ; Yang et Hatton 1994). De #uNPYV et le NSO recoivent des informations
directes du noyau suprachiasmatique et de la r@8ogs, 1996 ; Cui et al., 1997 ; Vrang et al.,

1997) qui participent avec la glande pinéale, &élgulation de l'activité cyclique du systeme
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hypothalamo-hypophysaire (Windle et al., 1996). icrfe NPV et le NSO sont les cibles
d’afférences d’origine diverse dont l'aire préoptg le septum, le noyau arqué et les bulbes
olfactifs (Leng et al., 1988 ; Oldfield et al., B8Saphier et feldman 1987 ; Swanchenko et al.,
1983 ; Smithson et al., 1989 ; Thellier et al 1994)

5. Efférences

Les axones non myélinisés des neurones magnodediildes NSO et NPV forment le
tractus hypothalamo-neurohypophysaire. Environ iars tdes fibres proviennent du NPV, elles
atteignent les NSO pour ensuite allers vers I'émeeemédiane interne. Les fibres des NSO, quant
a elles, se projettent vers la ligne médiane pejwindre les fibres provenant des neurones
magnocellulaires des NPV au niveau de I'’éminencdiané interne. Toutes ces fibres axonales se
terminent sur les vaisseaux fenétrés de la postihyse ou a lieu la sécrétion des peptides AVP et
OT. Par ailleurs, des collatérales axoniques deones OT et VP situées dorsalement dans le
NSO peuvent former des synapses avec des neurenksydothalamus latéral (Mason et al.,
1984).

I\VV. Biologie cellulaire des neurones endocrine

Contrairement aux neurotransmetteurs conventionieédsque l'acétylcholine, les acides
aminés et les monoamines, qui sont synthétiségclés; puis accumulés localement dans des
petites vésicules au niveau de la terminaison nee/ees neuropeptides, tels que I'OT et 'AVP,
présentent des mécanismes de biosynthese et ddi@@ariginaux. En effet, ils nécessitent une
transcription, une traduction et un transport gantie protéines a partir des corps cellulaires. Ces
protéines sont ensuite dirigées a partir de I'agipale Golgi vers une voie de sécrétion régulée.
Elles sont accumulées dans des grandes vésicaesiadense, ou elles vont subir de nombreuses
modifications post-traductionnelles pour acquéeurlforme active lors du transport axonal les
conduisant jusqu'aux terminaisons nerveuses. Comtnant au cas des vésicules synaptiques
claires, la sécrétion a partir des vésicules a odense est rarement provoquée par un unique
potentiel d’action ; elle requiert plutdt un trade potentiels d’action (Lundberg 1990 ; Gainer et
al., 1994). Ces deux mécanismes de sécretions peagpendant coexister au sein d'un méme

neurone (Kupfermann 1991).
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AVP / / oT
| [ L1 I 1 // L [ [ [ ] | AVP-OT locus
/ /)
Exon A Exon B Exon C

Exon A Exon B Exon C

Foertifid

pro-ARNm

ARNm

l traduction

PS AVP NP-II GP PS oT NP-|
| | | | | | | | | Pré-propeptides

NH2 COOH NH2 COOH

l Modifications post-traductionnelles

AVP NP-l  GP oT NP-|
| | | | | | | propeptides
l Clivage protéolytiques
AVP NP-II GP oT NP-I
| | | | | | | | | | peptides
S-S S-S
| | | |
COOH-Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2 COOH-Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2
Vasopressine Ocytocine

Figure 3: Org anisation des genes AVP et OT. PS: peptide signal; NPIl: Neurophysine I; NPII:
Neurophysine II; GP: Glycopeptide.
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Les genes AVP et OT sont localisées sur le mémmratsome, a tres peu de distance 'un
d’autre et en position téte-béche (voir Burbachlet2001). Bien que I'organisation des exons soit
simple, la région intergénique est plus complegle présente de longues séquences d’éléments
répétés, les LINEs (long interspersed repeated DdW#inents). Cette région intergénique est
nécessaire a I'expressianvitro des genes AVP et OT car elle contient au moinsrgeahancers
(Fields et al., 2003). Le gene de I'AVP code poue pré-pro-hormone de 166 acides aminés
constituée d’'un peptide signal, rapidement clivés lde la biosynthése, de la séquence de 'AVP
(comprenant 9 acides aminés reliés par un pontfalisuentre 1 et 6), et de la séquence de la
neurophysine Il, une protéine liant 'AVP et quradibérée avec elle au niveau des terminaisons
nerveuses. La partie terminale de la pré-pro-AMRuagylycopeptide de 39 acides aminés dont la
fonction reste encore inconnue (Poulain et Jard19% géne OT code de facon similaire pour un
précurseur qui contient également une neurophysa&europhysine I. Cependant la prépro-
hormone de I'OT ne présente pas de glycopeptidstriuature primaire de I'OT ne différe de celle

de 'AVP que par deux acides aminés, en positien& Le pont disulfure y est également présent.

Les genes AVP et OT sont constitués de trois exloms$ le premier exon A, code pour le
peptide signal, la neurohormone, les 3 acides aydeéransition et les 9 premiers acides aminés
de la partie NH2-terminale de la neurophysine. b8 code pour une portion extrémement
conservée de la neurophysine (acides aminés 10.a_&&on C du gene AVP code pour les
derniers acides aminés de I'extrémité COOH-terreinl@ la neurophysine, pour un site de clivage
monobasique et pour le glycopeptide de 39 acidesésmEn ce qui concerne le gene OT, I'exon

C ne code que pour la partie COOH-terminale destaophysine Il (figure 3).

Apres la transcription des ARNm des prépro-hormopess les ribosomes du reticulum
endoplasmique granuleux, les protéines-précursegsaltantes subissent plusieurs étapes de
maturation, en particulier I'élimination du peptidignal, la formation des ponts disulfures et pour
'AVP, les premiéres étapes de glycosylation. Elfsssent progressivement du reticulum a
'appareil de Golgi puis aux veésicules a cceur deAsecours de ce processus, les neurophysines
serviraient de protéines-chaperonnes et permetitréaressage des neurohormones. Le clivage
final du peptide et de la neurophysine a lieu déss vésicules qui contiennent des prohormones
convertases (de type 1/3 pour les neurones AVBeetype 5 pour les neurones OT) et des
carboxypeptidases (de type H/E). L’expression deereymes est régulée, en particulier au cours
de la déshydratation, suggérant un niveau suppl@mendans le controle de la sécrétion des

neurohormones (Mahata et al., 1992).
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Comme nous venons de le souligner, les vésicula®@dr dense jouent un réle important
dans la maturation de I'AVP et 'OT mais aussi dens transport et leur stockage, soit au niveau
dendritique ou axonal, et enfin dans leur sécréli@s vésicules a coeur dense ont un diametre de
160 a 200 nm, avec un contenu riche en protéinegeptides, ce qui les rend opaque en
microscopie électronique (Castel et al., 1984).pkkintravésiculaire est de lI'ordre de 5 & 6 et
permet de stabiliser le contenu des vésiculesn giagticulier I'association de 'AVP et de I'OT
avec leur neurophysine. Aprés leur formation d&nsysteme trans-golgien, les vésicules a coeur
dense sont transportées de facon antérograde paedlau de microtubules en utilisant des moteurs
moléculaires de type kinésine. Les vésicules a atense sont ensuite stockées au niveau de la
post-hypophyse dans les terminaisons ou ellesraohilisées et sécrétées sous I'effet de potentiel
d’action. Cependant on trouve aussi des vésiculesedr dense dans les corps cellulaires et les
dendrites, ou elles peuvent étre sécrétées de feglmium-dépendante, notamment lors de la
lactation (Ludwig, 1998). Les mécanismes molécetanesponsables de la sécrétion des peptides a
partir des vésicules a cceur dense sont trées pratdhegux qui libérent les neurotransmetteurs
depuis les petites vésicules synaptiques (RobirstoMartin, 1998). Pour la sécrétion des
neurotransmetteurs, les vésicules doivent étretaits a la membrane a proximité des canaux

calciques pour pouvoir libérer leur contenu (figdje
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Figure 4 : Propriétés cellulaires et moléculaires d’un neuron@eptidergique
(d'aprés Burbach et al., 2001)
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PAM : peptidyl glycinen-amidating monooxygenase
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Les neuropeptides du systeme hypothalamo-

neurohypophysaire

Les neurones magnocellulaires du systeme hypotloateearohypophysaire produisent et sécretent
deux hormones présentant de grandes analogiesustiles :la vasopressine et I'ocytocinell
s’agit en effet dans les deux cas de peptidesatgd@s aminés dont la structure générale est restée

extrémement conservée chez les Vertébrés.

|. L'arginine vasopressine (AVP)

La vasopressine olnormone antidiurétiqueest une hormone peptidiqgue synthétisée
principalement par les noyaux supraoptique et mataculaire de I'’hypothalamus et libérée par

I’hypophyse postérieure.

1. Structure et biosynthese de I'AVP

L’AVP est un polypeptide comportant neuf acides remsj dont les deux groupements
cystéine sont reliés par un pont disulfure (fig@)e La structure peptidique de I'AVP a été
déterminée par Du Vigneaud en 1953. Le gene deR At situé sur le chromosome 20 et il est

constitué de trois exons et de deux introns (SHestial., 1985).

Comme nous l'avons déja souligné précédemment,idaymthése et la sécrétion des
neuropeptides comme I'AVP contrairement a la madies neurotransmetteurs sont transcrits et
traduits de maniére constitutive (pour revue, Banbat al., 2001). Chez I'nomme, une pré-
prohormone contenant un peptide signal est systetiPar la suite, le peptide signal est retiré de
la préprohormone, permettant ainsi I'apparitionlalgprohormone qui comprend trois domaines :
'AVP, le domaine neurophysine | (région importamepliquée dans 'empaquetage de I'AVP
dans des granules de sécrétion), et le domaineggyptide (Itoi et al., 2004). Le transport axonal
de la prohormone vers la neurohypophyse nécessitéroa trente minutes et dépend
essentiellement de la neurophysine. Par la suiteprbhormone est libérée des domaines
neurophysine | et glycopeptide qui permet I'appamitde la forme active de I’hormone, autrement
dit FAVP. L'AVP est alors libérée soit dans la cifation- porte par les neurones parvocellulaires,

soit dans la circulation sanguine par les neuromegnocellulaires. Lors d’une stimulation
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physiologique (déshydratation, lactation), seuleniEh a 20 % de la quantité de vasopressine
accumulée dans la neurohypophyse est sécrétéelalanculation sanguine (Sklar et Schrier
1983).

2. Les différents statuts de médiateurs de 'AVP

Les populations de neurones produisant 'AVP samtalisées majoritairement dans
I'hypothalamus. Dans cette région, I'AVP proviessentiellement des neurones magnocellulaires
neurosécrétoires des NSO et NPV (Swanson et Sawech#f83), ainsi que des neurones
parvocellulaires du NPV et du noyau suprachiasmat(@SC) (Card et al., 1988 ; Card et Moore
1984 ; Van Leeuwen et Caffé 1983).

L’AVP provenant des neurones magnocellulaires eecan role de neurohormone. Elle est
transportée par la voie axonale qui passe parra mderne de 'éminence médiane, et arrive au
lobe nerveux de I'hypophyse (Hatton, 1990 ; SwaretoBawchenko 1983), elle est alors sécréetée
dans la circulation générale pour moduler I'acéide certains organes, comme le rein (Boersma et
Van Leeuwen 1994 ; Falke 1991).

L’AVP présente également une fonction de neurotretteur, dans ce cas le peptide
provient essentiellement des neurones parvocetslaiu NPV (Whitnall et al., 1987). L'AVP est
transportée par les axones de ces neurones jusgatne externe de I'éminence médiane et est
libérée par le systeme porte hypothalamo-antéhyssite afin de moduler la sécrétion
hypophysaire de 'ACTH (hormone adrénocorticotrofmed d’'une situation de stress (Aguilera,
1994 ; Antoni, 1993).

3. Récepteurs et rbles physiologiques de I'AVP

3. 1. Récepteurs
Les récepteurs de I'AVP (V1a, V1b et V2), appanient a la superfamille des récepteurs
couplés aux protéines G (pour revue, Barberis.£1898 ; Burbach et al., 2001).

a) le récepteur Vla
Ce récepteur couplé a une protéine G atgwghospholipases C, D et déclenchant ainsi
I’hydrolyse du PIP2 en seconds messagers, I'IR8 BIAG. Cela entraine une augmentation de la

concentration intracellulaire du calcium responsat¢ la vasoconstriction (Briley et al., 1994 ;
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Chandrashekhar et al., 2003 ; Goldsmith et Gheadghi 2005). Ce récepteur est exprimé en
particulier par les cellules du foie, des reingjet muscles lisses entourant les vaisseaux sanguin
(Lolait et al., 1992 ; Ostrowski et al., 1993).piésente également une localisation cérébrale,
notamment dans les cortex frontal et piriforme, hegyaux olfactifs antérieurs et postérieurs,
'hippocampe, l'amygdale, le septum, I'hypothalamlaéral, les noyaux paraventriculaire,
suprachiasmatique, ventro-médian, le dorso-médiangyau arqué, la glande pinéale, le noyau de
tractus solitaire et le cervelet (Szot et al., 1994

b) le récepteur V1b

L’activation de ce récepteur induit une augmentatie@ la concentration cytosolique en
calcium suite a la stimulation de la phospholip@seCe récepteur est essentiellement synthétisé
par les cellules corticotropes du lobe antérieurtdgophyse et il est responsable de la régulation
de l'axe corticotrope (Robert et Clauser 2005sH synthétisé dans le cerveau, en particulier par
les neurones vasopressinergigues du NSO et le NMSChulbes olfactifs, le cortex piriforme,
I'hippocampe et la substance noire, ainsi que desigissus périphériques tels que les reins, le
thymus, les poumons, l'utérus et les glandes manesigHernando et al., 2001 ; Hurbin et al.,
1998 ; Lolait et al., 1995 ; Vaccari et al., 19B®bert et Clauser, 2005).

c) le récepteur V2

Ce récepteur est couplé a une protéine Gs, dactivation induit une production d’AMPCc suite a
'activation de l'adénylate cyclase (Orloff et Hded 1967, Goldsmith et Gheorghiade 2005 ;
Robert et Clauser 2005). Ce récepteur est exchngxe exprimé dans les reins chez le rat adulte
(Lolait et al., 1995 ; Ostrowski et al., 1992). Rantre TARNmM de ce récepteur est détecté dans le

cerveau de rat nouveau né jusqu’a la deuxieme serpaist-natale (Hirasawa et al., 1994).

3. 2. Implications physiologiques
a) I'équilibre hydrominéral

Le r6le biologique le plus important de 'AVP datrégulation de I'excrétion de I'eau par le
néphron. Ce mécanisme dépend des concentratiosmatigues en AVP, et donc de son taux de
synthése et de libération par les neurones madataeds (Schrier, 1985). Ce processus se produit
principalement dans des cellules du tube colleatidunine ou la réabsorption de I'eau est induite
apres une liaison de 'AVP a son récepteur de Ypsitué au pble basolatéral des cellules du tube

collecteur (Orloff et Handler 1967). La stimulatiale ce récepteur par 'AVP provoque une
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augmentation de I'AMPc qui a son tour conduit atrenslocation des canaux hydriques, les
aguaporines, vers la membrane apicale de cesalipérmettant la réabsorption de I'eau (Robert
et Clauser 2005).

b) la vasoconstriction

Lors d’'une hémorragie, la diminution du volume sangentraine une augmentation de la
concentration plasmatique d’AVP qui provoque unesoganstrictionvia l'activation des
récepteurs Vla et V1b présents sur les musclesslidas parois vasculaires et une atténuation de
I’hypotension (Thibonnier et Clauser 1996 ; Lohmei2003 ; Den Ouden et Meinders, 2005).
Cependant 'AVP ne semble pas intervenir dans lmtiea de la pression artérielle (Hirsch et al.,
1993).

c) la régulation corticotrope

L’AVP libéré dans le systéme porte hypothalamo-{aypéphysaire par les neurones
parvocellulaires du NPV lors d’'un stress, contrilawec le corticotrope releasing hormone (CRH)
a la sécrétion d’adrenocotticotropin hormone (ACTHar les cellules corticotropes de
'adénohypophyseia le récepteur V1b (Antoni, 1993 ; Laszlo et al.D20Q Itoi et al., 2004). Par
ailleurs, I'AVP libérée par les neurones magnodaitas pourrait également étre impliquée dans
le contrble de la libération d’ACTH en agissant Buypothalamus et augmenter la synthése et la
libération du CRH (Antoni, 1993 ; Raff, 1993; Lohierg 2003).

d) autres implications physiologiques

En plus de ces effets classiques, 'AVP exerce ttesueffets. Il joue un rdle dans la
régulation des rythmes circadiens tant par sonomckbcale que par son rbéle médiateur de
'information circadienne du NSC qui est la prirai® horloge circadienne chez les Mammiferes
via les récepteurs V1 (Ingram et al., 1996). De plisYP favorise l'apprentissage et la
mémorisation, intervient dans les comportementsiedeat social, et la dépression (Scantamburlo
et al., 2001 ; Swaab et al., 2005 ; Ring, 2005hi&& 2005 ; Ogier et al., 2006),
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4. Facteurs de régulation de la synthése et de lacsétion d’AVP

4. 1. La stimulation osmotique

La stimulation osmotique par privation d’eau ou paisson d'eau salée entraine une
augmentation des ARNm codant pour 'AVP dans le©NS NPV, ainsi qu’une augmentation de
sa libération dans le sang (Landgraf et al., 198§htman et Young 1987; Uhl et al., 1985;
Verbalis et al., 1991 ; Meister et al.,, 1990; Konét al., 2004). Une administration
intrapéritoneale d’'une solution saline hypertoniqoduit I'activation électrique des neurones
vasopressinergiques, ainsi qu’une augmentation itganx des ARNm. Cette activation se
manifeste par I'expression de c-fos dans les n&sranagnocellulaires du NSO et du NPV
(Ciosek, 2002 ; Pirnik et al., 2004).

Apres quelques heures d’une stimulation osmotidjaetivité transcriptionnelle du géne
codant 'AVP dans les neurones magnocellulaires sggtificativement augmentée (Carter et
Murphy 1990 ; Kakiya et al., 2000). D’autre pad, dueue poly (A) des ARNm codant I'AVP
s’allonge de 250 a 400 résidus. Cet allongemensémuiiif a la stimulation osmotique aurait pour
effet de stabiliser TARNmM et ainsi d’augmenter d@mi-vie et par conséquent la traduction de
'AVP (Zeevi et al., 1982 ; Carrazana et al., 19&3arter et Muephy 1991). De plus, les neurones
AVP augmentent leur activité électrique, qui esagfue et asynchrone, il en résulte une libération
soutenue d’AVP dans la circulation générale. Enfime stimulation osmotique est associée a une
forte augmentation des niveaux des ARNm codant gAWP dans le lobe nerveux de
I'hypophyse, sans aucune modification de leur qumalg (A) par rapport a une situation contréle
chez le rat et la souris (Murphy et al., 1989). éantraire, dans les cas d’hypo-osmolarité, la
synthese et la libération d’AVP est fortement din@ea (pour revue, Antunes-Rodrigues et al.,
2004).

4. 2. Les monoamines

Parmi les afférences aux noyaux magnocellulaiessafférences de type monoaminergique
ont une place particuliére. Nous avons déja évoemi@fférences catécholaminergiques issues du
tronc cérébral et du bulbe rachidien et qui se irgnt principalement sur les neurones a AVP. De
nombreuses études ont montré quedeadrénaline (NA) libérée par ces terminaisons, exerce un
effet stimulateur sur la libération d’AVP par legunones magnocellulaires par le biais des

récepteursi-1 adrénergiques. Cependant, pour des concentsatienées en NA, on constate une
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inhibition de la libération de I'hormone par I'imteédiaire des récepteurs2 etp- adrénergiques
(Armstrong et al., 1986 ; Brooks et al., 1986 ; [@awl., 1985 ; Leibowitz et al., 1990 ; Randale et
al., 1986 ; Shioda et al., 1997 ; Willoughby et 8887 ; Yamashita et al., 1987).

La premiere voie est mise en jeu dans les cas dgpemie modérée et implique essentiellement
les groupes noradrénergiques Al et A2 (Day et &ibb@89 ; Raby et Renaud 1989). Par contre,
lors d’'une chute importante de la pression artérielu d’une hémorragie, l'inhibition des
barorécepteurs de la crosse aortique et l'actimatites chémorécepteurs des corpuscules
carotidiens stimulent les neurones magnocelullairegasopressinergigues via un réseau
polysynaptique incluant le groupe noradrénergigée(Bissett et Chowdrey 1988 ; Jhamandas et
al., 1989).

L’étude menée par Vacher et al., (2002) a monteelgUNA augmente I'expression et la synthese
de 'AVP dans les neurones magnocellulaires chegolaris. Par ailleurs, il été démontré que
l'injection de la NA dans le NPV ne modifie pas $ynthese d’AVP dans les neurones
parvocellulaires du NPV alors quelle est asso@éene augmentation de la synthése de CRH
(pour revue, Itoi et al., 2004). Cet effet pourétite di a un feed back négatif par la corticosro

qui est particulierement puissant sur le géne AP (Helmreich et al., 2001).

Il existe aussi un contrdle sérotoninergique isssigroupes B7, B8 et B9 sur la synthese et
la libération de I'AVP. Plusieurs travaux ont mantjue lasérotonine (5-HT) pouvait moduler
I'activité des neurones magnocellulaires vasopnesgiques. En effet il été montré que la 5-HT a
un effet stimulateur sur I'expression et la synéhds I'AVP (Vacher et al., 2002, Vacher et al.,
2003). L’administration de pCPA (un inhibiteur @&3-HT), diminue I'expression de I'AVP dans
des noyaux NSO et NPV (Vacher et al., 2002). Dekiphes récepteurs de la 5-HT ont été mis en
évidence dans ces noyaux : 5-HT1A, 5-HT1B ; 5-HT3AJT2C, 5-HT5A, et 5-HT7 (Belenky et
Paicard 2001 ; Duncan et al., 2000 ; Oliver et24lQ0, Pikard et al., 1999).
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4. 3. Autres facteurs de régulation

L’innervation cholinergique provient potedsentiel de I'hypothalamus latéral (Hatton et al.
1983). Des étudeas vitro etin vivo ont monté que I'acétylcholine stimule la sécretite I'AVP
par les neurones magnocellulaires (Sladek et@I.7 1 Clarke et al., 1978 ; Takahashi et al., 1994
Takahashi et al., 1996; Takahashi et al., 2001@120

Par ailleurs, une innervation histaminergique oagie des noyaux mamillaires peut stimuler les
neurones vasopressinergisues par les récepteu(Kritjge et al., 1999 ; Yang et Hatton 1994).
Ainsi Knigge et al. (1999) ont montré que I'admtrasion intracérébroventriculaire d’histamine
induit I'expression de-fosdans les neurones vasopressinergiques et stinexieréssion d’AVP
(Kjaer et al., 1994a, 1994b). Un rble physiologigies projections histaminergiques a été mis en
évidence sur la régulation de la sécrétion de PA®¥Nn réponse a la déshydration, puisque le
blocage du systeme histaminergique inhibe la répaoesl’AVP a la déshydratation (Kjaer et al.,
1994a ; Schagen et al., 1996 ; Kjaer et al., 199&igge et al., 1999).

Les fibres dopaminergiques provenant de l'aire wgaire ventrale (lijima et al., 1981), de la
région des groupes Al3 et Al4 (Lindvall et al., 498nt un effet activateur sur les neurones

vasopressinergiques et sur la libération du pegBdeges et al., 1976 ; Mason, 1983).

Enfin, les glucocorticoides ont un effet inhibiteaur la transcription d’AVP (Davis et al., 1986 ;
Schilling et al., 1991). Ce mécanisme prend plamesdun ensemble de la boucle de feed-back
négative entre les glandes surrénales qui produlssnglucocorticoides et I'axe hypothalamo-
anthéhypophysaire qui sécrete 'ACTH. Il semble tpgerécepteurs aux glucocorticoides ne sont
pas seulement présents sur les neurones vasopresgues parvocellulaires mais aussi sur les
neurones magnocellulaires (Berghorn et al.,, 1984, dt al., 2004). Cela pourrait expliquer
I'hypersécrétion d’AVP chez des patients souffdihtypofonctionnement hypophysaire entrainant

une inhibition chronique des glucocorticoides (@e$k1989 ; Olchovsky et al., 2005).
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ll. L’ocytocine (OT)

1. Nature et structure

En 1906, Dale mit en évidence que la contractiofiudérus est induitén vivo etin vitro,

par un extrait de lobe postérieur d’hypophyse. llbstance active a été dénommée par la suite
ocytocine.

Ce sont aux travaux des équipes de Du Vigneauda gecu le prix Nobel en 1955, qu’on doit
'essentiel des connaissances actuelles sur lesctstes peptidiques des hormones
neurohypophysaires (Du Vigneaud 1953a; 1953b). TL’'6st un neuropeptide d'un poids
moléculaire d’environ 1000 Da, dont I'extrémité éstmée par une boucle de 6 acides aminés
refermée sur elle-méme par un pont disulfure (8+8)e deux cystéines, a laquelle s’ajoute une
gueue de trois acides aminés a I'extrémité C-teataijpour revue Gimpl et Fahrenholz, 2001)

(figure 3).

L’OT a une structure trés voisine de celle de lsopsessine puisque les difféerences ne portent que

sur deux acides aminés. Le gene de I'OT est situesnéme chromosome que celui de I'AVP.

2. Biosynthése et sécrétion

L’'OT est synthétisée de maniere équivalente a 'A\G®mMmMe nous l'avons signalé
précédemment, elle est synthétisée dans les neuhypethalamiques sous forme d’un précurseur
nommeé pré-pro-ocytocine. Ce précurseur possedesaifa du peptide signal, deux domaines
correspondant respectivement a I'OT, et a un p@ifge associé : la neurophysine 1, dont 'OT se
détache pendant la migration axonale des graisgci&tion vers les terminaisons du lobe nerveux
(Burbach et al., 2001 ; Lipschitz et al. 2005)ardvée des potentiels d’action induit une
dépolarisation membranaire qui provoque un inflexcdlcium déclenchant la libération d'OT par

les terminaisons dans la circulation sanguine (&gl).
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3. Récepteur et réles biologiques

3. 1. Récepteur

Les multiples fonctions hormonales et nerveuseBSQ@T sont assurées par son récepteur unique
OTR. Kimura et al., (1992) a pour la premiere fdané I’ADN codant pour I'OTR chez I'homme.
Ce récepteur appartient a la famille des réceptegept domaines transmembranaires couplés aux
protéines G (Barbaris et al., 1998 ; Gimpl et Fahadz 2001). Ce récepteur n’est pas spécifique
de I'OT parce quil présente une affinité similaippur 'AVP (Kiss et Mikkelsen 2005).
L’activation de ce récepteur induit une augmentatle calcium (C%) cytosolique consécutive &
la stimulation de la phospholipase C (Marc et#86 ; Gimpl et Fahrenholz 2001). Ce récepteur
est exprimé dans l'utérus, les glandes mammairgau(i& et al., 1992 ; Rozen et al., 1995), les
reins, le cceur, le thymus, le pancréas ( Kiss étk&isen 2005), et le systéeme nerveux central
(Yoshimura et al., 1993). La distribution cérébradéece récepteur varie selon les especes. Chez le
rat, on le trouve en particulier dans I'hippocampd\SC, I'’hypothalamus, le systéeme limbique, la
moelle épiniere, la partie compacte de la substaode, le cortex piriforme et le noyau rouge
(Vaccari et al., 1998 ; Gimpl et Fahrenholz 2001).

3. 2. Roles physiologiques
a) la reproduction

L’OT est synthétisée par de nombreuses structwriesant directement liées aux fonctions
de reproduction. En effet, ce peptide régle diasgects physiologiques et comportementaux de la
fonction reproduction, ainsi que le maintien dedaturition, I'initiation de la lactation et I'éj&éon
du lait. Lors de la parturition, le myometre utéaingmente trés fortement son expression d’'OTR et
'OT est libérée de facon importante par la pogtdphyse. Associée aux prostaglandines, elle

provogue des contractions puissantes et I'expuldionouveau-né (Burbach et al., 2001).

Lors de la lactation, l'implication de I'OT est daa puisqu’elle permet d'une part
I'éjection du lait en stimulant la contraction deslules myoépithéliales des canaux galactophores
entourant les alvéoles des glandes mammaires (®aets., 1986; Leng et al., 2005) et d’autre
part elle agit sur la production du lait en stinmiiléa libération de la prolactine (Lipschitz et, al
2005). Le réle de I'OT a été récemment réexamimédea souris transgéniques dépourvue d'OT
sont viables et fertiles, et elles présentent desportements maternels normaux (Young et al.,
1996 ; Russell et al., 2003). Cependant elles sm#pables d’allaiter leur portée. Ainsi, ces
résultats indiquent que I'OT jouerait un role celcdans I'éjection du lait mais pas dans la
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parturition. Cependant, de nombreuses études sontaweur d'une action de I'OT, et les
traitements ocytocinergiques sont efficaces poudéelenchement de l'accouchement. Enfin,
I'administration d’antagonistes OT retardent lavd@nce (Antonijevic et al., 1995).

L’OT est impliquée dans la régulation de certaimsportements sexuels. Dans ce cas I'OT
n'agit pas en tant que neurohormone mais elleeamgiant que neurotransmetteur. L'OT participe a
certains aspects de la fonction reproductrice cleedemelle comme le cycle ovarien, le
comportement sexuel concernant notamment la podeuterdose chez la femelle et la copulation
chez les méles (Argiolas et al., 1988). De pluszcke male, linnervation ocytocinergique
provenant des neurones parvocellulaires du NPVetenjt en dehors de I'hypothalamus,
notamment dans la moelle épiniere a partir de lEuwdes voies nerveuses périphériques et
autonomes innervent le corps caverneux du pénig 10is qu’ils sont activés, les neurones
secretent I'OT qui facilite I'érection du pénislatcopulation (Giuliano et Rampin 2000 ; Argiolas
et Melis., 2004 ; Leng et al., 2005 ; Kita et abg}

b) I'équilibre hydrominéral

Bien que I'OT soit impliquée majoritairement daasréproduction, elle exerce également
des effets stimulants sur la natriurese (Verbdlisl.e 1991 ; Ozaki et al., 2004). L'OT exerce son
effet via les récepteurs OTR présents sur les cellules deataula densa et du tube proximal du
néphron, et dont I'expression est sensible auxagshes (Breton et al., 1996 ; Ostrowski et Lolait
1995 ; Ostrowski et al., 1995).

C) autres role physiologiques

En plus des ces effets classiques, I'OT assurdrémionctions telles que la stimulation de
la sécrétion de la prolactine, de la LH, de 'ACTHinsi 'OT est impliqué dans le comportement
maternel et social, les émotions, le stress, [&@xil’apprentissage, la mémoire, et la dépression
(McCarthy et al. 1996 ; Evans, 1997 ; Scantambeirlal., 2001 ; Choleris et al., 2003 ; Swaab et
al., 2005 ; Leng et al., 2005 ; Debiec, 2005).
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4. Régulation physiologique de la synthese et dedacrétion de I'OT

4. 1. La reproduction

Durant la grossesse, la parturition et I'allaitetménse produit des modifications tres
marquées de I'expression et de la sécrétion de.'OT

Pendant la grossesse, I'OT est accumulée danslegsmes magnocellulaires grace a trois
facteurs : la polyadénylation des ARNm, 'augmentatle I'expression du peptide et 'inhibition
de la libération de I'hormone (Zingg et al., 1988rpwley et al., 1993 ; Van Tol et al., 1988 ;
Zingg et Leferbvre 1988; Douglas et al., 1993 ;d.enal., 1999).

L’OT est massivement libérée au moment de la ptdnr Cette libération est due a une
augmentation de la production de prostaglandine$yiérus. Les prostaglandines provoquent une
chute de la production de la progestérone, qui ar pmnséquence une augmentation de
'expression des OTR dans l'utérus et des contrastides cellules du myometre (Leng et al.,
2005). Le signal de l'utérus contracté est transri@des nerfs vague et pelvien. Ces voies sont
reliées au noyau du tractus solitaire, dans ledelcellules A2 noradrénergiques projettent
directement sur les neurones ocytocinergiques (2sugt al., 2001). Durant la parturition, la NA
libérée dans les NSO dépolarise les neurones aogtgoques via le récepteur al-
noradrénergique, induisant la libération de I'OTin# un «feedback-positif est établi entre
I'utérus contracté et les neurones ocytocinergigflesng et al., 2005).

Au cours de la gestation, l'activité électrique demurones ocytocinergiques augmente
progressivement. La parturition est également apegmée d'une augmentation de l'activité
électrigue de ces neurones qui commence enviromzguiminutes avant les contractions
abdominales. Chaque forte contraction puis I'expulsle foetus ou du placenta sont précédées par
une décharge a haute fréquence de ces neuroneslanPeta lactation, les neurones
ocytocinergigues réagissent toutes les cing a quimnutes a une tétée continue, par une décharge
de potentiels d’action a haute fréquence. Cetthatée répétitive est responsable d’'une libération
massive d'OT qui provoque quelques secondes piddaaontraction des cellules myoépithéliales
des glandes mammaires et I'éjection du lait. Pendanlactation, l'activité des neurones

ocytocinergiques est synchrone non seulement diaague noyau, mais aussi entre les quatre
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noyaux magnocellulaires (Lincoln et Wakerley, 197elin et Moos, 1986 ; Theodosis, 2002 ;
Lipschitz et al., 2005 ; Leng et al., 2005).

4. 2. La stimulation osmotique

Chez les Mammiferes, I'OT fonctionne avec I'AVP dale controle de I'osmolalité
plasmatique. Les neurones ocytocinergiques toutnm®nies neurones AVP présentent des
caractéristiques osmoresptrices. L’hyperosmolafitiit une activation électrique des neurones
ocytocinergiques. L'OT secrétée en réponse a I'tograolalité agit avec 'AVP au niveau du rein
et stimule la natriurése (Verbalis et al., 1991zak) et al., 2004). Une administration
intrapéritonéale de solution saline hypertoniquduinl’activation des neurones ocytocinergiques,
qui se manifeste par 'augmentation d’expressioncdes dans le NSO et NPV (Pirnik et al.,
2004). Elle induit également une augmentation desanx des ARNm codant pour 'OT dans les
NSO et NPV, ainsi qu’'une augmentation de la semméde I'hormone dans le sang (Burbach et al.,
1984 ; Lightman et Young 1987 ; Meister et al.,@9%Zingg et et al., 1986 ; Verbalis et al., 1991 ;
Bourque et Chakfe, 2000 ; Bourque et al., 2002ne Hyperosmolalité chronique augmente le
nombre de neurones co-exprimant I'AVP et 'OT (Kiya et Emson 1990). De plus la queue poly
(A) des ARNm-OT s’allonge de quelques centainesedalus (Carter et Murphy 1989 ; Carter et
Murphy 1991). En revanche, I'hypo-osmolalité n’a ancun effet sur le niveau et la taille des
ARNmM OT (Svane et al., 1995).

4. 3. Les monoamines

a) la noradrénaline

La NA exerce un effet différent sur l'activation sdeeurones ocytocinergiques suivant sa
concentration, ce qui est probablement lié a lararsjeu des récepteurs differents. En effet, la NA
semble stimuler la libération d’OT par le biais rdgepteunl-adrénergique (Randle et al., 1986 ;
Yamashita et al., 1987). Cependant, la NA est égahé capable d’inhiber la libération de I'OT

via des récepteufsadrénergiques (Willems et al., 1999).
Par ailleurs, I'activation des neurones ocytonarggipar la NA a été mise en évidence pendant la

parturition et le réflexe d’éjection du lait lors th tétée, via le groupe A2 du NTS (Buller et Day
1996 ; Luckman, 1995 ; Onaka et al., 1995 ; Rinaetaal., 1995 ; Theodosis, 2002 ; Russell et
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al., 2003 ; Theodosis et al., 2004). Et enfin, la $imule I'expression et la synthese de 'OT dans
les noyaux NSO et NPV chez la souris (Vacher e280D2).

b) la sérotonine

De méme que pour 'AVP, la 5-HT semble activeritg@iation d’'OT dans la circulation
générale. Un étude pharmacologique a rapporté ajlieHT induit la sécrétion de I'OT via de
récepteur 5-HT2A (Saydoff et al., 1991). Par aieuun effet activateur de la 5-HT sur
'expression et la synthese de I'OT dans le NS@ &PV a été montré puisque I'administration
de pCPA (inhibiteur de la 5-HT) est associée adimgnution des niveaux d'OT et de son ARNm

dans ces structures (Vacher et al., 2002).

4. 4. Autres facteurs
Il existe de nombreuses évidences de l'effet stiwbeulr de I'acétylcholine (ACh) sur la
sécrétion d’OT chez les animaux allaitants ou nigaitants. En effet, ’ACh active la libération

d’'OT via des récepteurs présents sur les neuroagaaaellulaires (Rotter et al., 1984).

Par ailleurs, des projections histaminergiquescti#e provenant des corps mammillaires peuvent
inhiber les neurones ocytocinergiques via les récep H2 (Yang et Hatton 1994). Cependant
'administration intracérébroventriculaire d’histama stimule I'expression d’OT (Kjaer et al.,

1994b, ¢ ; Kjaer et al., 1995). Ainsi, la déplétmmtrale en histamine supprime 'augmentation de
la concentration plasmatique d’OT en réponse adtation et a la déshydratation (Schagen et al.,
1996 ; Kjaer et al., 1995). Les projections histangiques pourraient également étre impliquées

lors de la parturition (Luckman et Larsen., 1997)esla lactation (Schagen et al., 1996).

L’OT libérée localement par les corps cellulairésles dendrites pourrait étre impliquée dans
réorganisation structurale des neurones ocytocimerg et dans les mécanismes lies a la
synchronisation et la régulation de la sécrétiorpdptide (Pow et Morris 1989 ; Ludwig et al.,
1996 ; Ludwig 1998; Leng et al., 2005).
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lll. Neuropeptides et protéines co-localisées

Les neurones magnocellulaires vasopreggoues et ocytocinergiques co-expriment
différents  peptides dont les niveaux d’expressijpeuvent varier selon les conditions
physiologiques ou expérimentales. Des études mtgigoies utilisant 'immunohistochimie et
I'hybridation in situ ont montré que la dynorphire,neuropeptide Y, le VIP et I'angiotensine Il
sont exprimés dans les neurones vasopressinergitaradis que le CRH, laholécystokinine
(CCK), la thyrotropin releasing hormongTRH) et I'endothéline-1 sont préférentiellement
exprimés dans les neurones ocytocinergiques. Reurai la galanine, la forme neuronale de la
nitric oxyde synthas€nNOS), et les enképhalines sont co-exprimés dessdeux types de
neurones ocytocinergiques et vasopressinergiques (&t al., 2005). Il a été suggéré que ces
neuropeptides ont des effets modulateurs sur l&ts&ée de 'AVP et de I'OT (Meister, 1993). Des
études immunohistochimiques ont montré que les mrdlines et la dynorphine A étaient
contenues dans les mémes grains de sécrétion AUE I(Whitnall et al., 1983). De méme, la
dynorphine A pourrait inhiber sélectivement la ééon d’OT au niveau de la neurohypophyse
(Bondy et al., 1988 ; Kiss and Mikkelsen, 2005). TRH quant a lui semble étre un facteur
stimulateur pour la sécrétion de I'AVP et I'OT dales conditions normales de I'équilibre
hydrominéral mais un facteur inhibiteur dans desddmns de stimulation osmotique (Ciosek
2002).

Quant a galanine, elle stimule la CCK dans lesores OT, qui a son tour stimule la libération de
'AVP et I'OT (Bondy et al., 1989). Cependant, fef de la galanine sur la libération de I'OT et
'AVP semble étre essentiellement inhibiteur (Landt al., 1995 ; Gundlach et al., 2001), tandis
gue dans des conditions de déshydratation par dioisieau salée, la galanine induit une
augmentation de niveau de 'AVP et I'OT dans I'hiidamus et la neurohypophyse (Cisowska-
Maciejewska et Ciosek, 2005).
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La plasticité neurochimique et structurale du systme

hypothalamo-neurohypophysaire

Le systéeme hypothalamo-neurohypohysaire est cadsidéomme un systeme
particulierement intéressant pour étudier la piésti En effet, ce systeme subit un remarquable
changement a la fois neurochimique et morphologigue de stimulations physiologiques telles

gue la déshydratation, la parturition et la lactati

l. La plasticité neurochimique

Lors de stimulations physiologiques ou pharmacaojogs des neurones magnocellulaires,
'expression des neuropeptides co-exprimés avevR/At I'OT est profondément modifiée. En
effet, des nouveaux neuropeptides, des enzymesiadynthése des neurotransmetteurs sont
exprimésde novg ce qui contribue en quelque sorte a modifiemlegghge du neurone. Une telle
plasticité neurochimique a été mise en évidence [@premiere fois lors de I'ontogenese avec
'acquisition du phénotype cholinergique ou noragrgique des neurones veégeétatifs de la créte
neurale en fonction de leur environnement (Le Diod980). Cette plasticité a depuis été étendue
a la vie adulte, en particulier grace a I'étudesgsteme hypothalamo-neurohypophysaire (Calas et
al., 1994). Dans les neurones magnocellulairete pdasticité neurochimique est observée lors de
la déshydratation, la parturition, la lactation,curs du vieillissement et dans quelques modéles

génétiques, tels que le rat Brattleboro et le tatkar.

Du point de vue des neuropeptides, on remarquenaagication de I'expression d’AVP et
d’OT dans les neurones magnocellulaires, par exemgé 1 a 2% de neurones magnocellulaires
co-expriment 'AVP et I'OT en situation contrlegmendant on passe a 17% au deuxiéme jour de
I'allaitement (Mezey et Kiss 1991). Par ailleurs, @bserve une augmentation de I'expression de
certains neuropeptides tels que la dynorphine tsnseurones AVP au cours de la déshydratation
(Sherman et al., 1986), et I'expression de nouveswropeptides comme la galanine dans les
neurones OT au cours de l'allaitement (Landry gt1897). Enfin, une expression de la tyrosine

hydroxylase (TH) est observée dans les neurones. &épendant, cette TH ne conduit pas a la
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synthese de catécholamines et son role reste amiéée (Young et al., 1987 ; Marsais et Calas
1999 ; Marsais et al., 2002).

Enfin, certaines régulations post-traductionneéi&srcées sur I'expression de I'AVP et de I'OT
lors des stimulations de l'axe hypothalamo-neuroipyyysaire, peuvent étre classées dans la
catégorie de la plasticité neurochimique. Ainsisld’'une déshydratation, la longueur de la queue
poly (A) des ARNm codant 'AVP et 'OT augmente dreapidement. Par contre les ARNm des

neuropeptides co-exprimés ne sont pas affectésatzama et al., 1988).

Il. La plasticité structurale

La plasticité de I'hypothalamus neuroendocrine re Isnite pas a des aspects
neurochimique mais s’accompagne d’'un remodelagéectstial, mettant en jeu a la fois les
neurones magnocellulaires, les interneurones, émirtaisons des afférences des noyaux
magnocellualaires et les cellules gliales (Hatth®97 ; EI Majdoubi et al., 2000 ; Oliet et al.,
2004).

1. Plasticité neuronale

Au cours de la lactation, les neurones ocytocingreg subissent des modifications
morphologiques qui augmentent le nombre de synagaedes contactent. Ces modifications
apparaissent dés les premiéres heures de stimukdticéversent lorsque la stimulation cesse. La
manifestation la plus visible de cette plasticigaptique est le changement du nombre de
synapses qui contactent simultanément plusieumsedits post-synaptiques dans le NSO. Ces
synapses dénommeépartagéessont observées entre des soma adjacents, entrsonhes et des
dendrites ou entre des dendrites adjacentes (Theoetbal., 1986, Theodosis, 2002 ; Theodosis et
al.,, 2004). L’analyse ultrastructurale des synappestagéesa démontré qu’il s’agissait
principalement de synapses entre des interneur@®BAergiques et glutamatergiques, et les
neurones OT. Les afférences noradrénergiques soss$i aconcernées par ce phénomene
(Michaloudi et al., 1997 ; Theodosis et al., 2004).

Au cours de la déshydratation, le systeme hypath@laeurohypophysaire est le siege
d’une plasticité similaire qui affecte non seuleines neurones OT, mais aussi les neurones AVP
(Marzban et al., 1992 ; Miyata et al., 1994 ; Hattd997). Les réarrangements neuronaux
s’accompagnent d'une augmentation de la libération glutamate et du GABA et d'une
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modification de I'expression de leurs récepteurs,les récepteurs glutamatergiqgues NMDA,
MGIuRIIl et les récepteurs GABA(Tasker et al., 2002).

Au cours de la déshydratation les neurones ocyogigues modifient également leurs appositions
somatiques, alors que les neurones vasopressjuesgiaugmentent uniquement de taille
(Theodosis et Poulain 1993, Theodosis, 2002).

Le remodelage synaptique s’accompagne d’'une augi@mtde la taille des neurones
(Theodosis et Poulain, 1993). Ce remodelage pauaair un effet spécifique qui pourrait
modifier I'activité électrique, en particulier duntala lactation et plus généralement lors de la
stimulation de I'axe hypothalamo-neurohypophysédine.effet, les neurones magnocellulaires ont
une activité électrique a basse fréequence a ldgatpos. En condition de stimulation du systeme
osmotique ou cardiovasculaire, les neurones AVPmamgent leur activité électrique, qui est
phasique et asynchrone, il en résulte une libératautenue d’AVP dans la circulation générale.
L’activité électrique des neurones OT, quant a ellmymente également (Hussy, 2002 ; Theodosis
et al., 2006). Cependant, dans le cas de la pastuet de la lactation, les neurones OT se mettent
a décharger de facon couplée et sous forme dedmsutfe potentiel d’action a haute fréquence,
induisant une libération pulsatile d’'OT (Theodo&B02). L'absence d’apposition somatique pour
les neurones AVP peut s’expliquer par le fait ges geurones, lorsqu’ils sont activés, déchargent

de facon asynchrone. Un couplage structural eeredmas n’est donc pas nécessaire.

2. Plasticité gliale
Durant des stimulations physiologiques chroniquascouverture gliale est également

modifiée : les pieds astrocytaires séparant lepscaellulaires ocytocinergiques se rétractent,
permettant I'apposition de leurs membranes. Unepdieeipales fonctions de l'astrocyte est de
capter et de dégrader le glutamate et le GABA débdors de la transmission synaptique. La
rétraction gliale a donc pour effet de diminuerrd¢rait du glutamate et du GABA des fentes
synaptiques et augmente ainsi I'effet des termamagylutamatergiques et GABAergiques sur les
neurones OT. Les astrocytes régulent égalemerdrieentration des neurotransmetteurs. Il a été
montré que durant la lactation, la transmissionapyique dans le NSO est diminuée en
comparaison aux rates vierges (Oliet et al., 200&)phénoméne s’explique par la diminution de
la recapture du glutamate due a la rétraction gfs@mstrocytaires apposés aux synapses. De plus,
les astrocytes interviennent dans I’homéostasia dencentration extracellulaire en ions. En effet,

aprés le passage de linflux nerveux, les astrecyssurent le retrait des ions.KAinsi la
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rétraction astrocytaire provoquée lors de la lamta¢ntraine une augmentation de la concentration
extracellulaire des ions’Ket augmente par conséquent I'excitabilité neumariz rétraction gliale
dans le NSO s’accompagne d’'une diminution spédfiguréversible de la GFAP. Une diminution
de I'épaisseur de la glia limitante ventrale et téwientation des prolongements astrocytaires qui
deviennent perpendiculaires a la surface du cergeall observées (Salm, 2000). De plus, la
rétractation des processus astrocytaires faciitgibn paracrine des neuropeptides libérés par un
neurone sur ses Vvoisins, ainsi que sur les tersunai Enfin, les astrocytes synthétisent et likeren
la taurine (un gliotransmetteur inhibiteur) qui itmd I'activité des neurones magnocellulaires, via
les récepteurs Glycine et GARAet dont le réle dans la signalisation de 'osrgatétion a été
démontré (Hussy et al., 1997 ; Hussy et al., 2080Qssy et al., 2001 ; Oliet, 2002 ; Theodosis,
2002). Ainsi, une fois encore, la diminution de dauverture gliale a pour conséquence

d’augmenter I'excitabilité des neurones magnocaites (Langle et al., 2002).

lll. Contréle noradrénergique de la plasticité neuroendocrine

Comme nous l'avons déja mentionné, les afférena@sdnénergiques constituent les
afféerences modulatrices majeures du systeme hypatbaneurohypophysaire. Ces afférences
monoaminergiques sont impliquées dans la régulal®la plasticité neurochimique et structurale
de ce systeme. Des études immunohistochimiqueshgbrdlation in situ montrent que les
terminaisons noradrénergiques stimulent I'expressioa libération de I'AVP et de I'OT dans les
noyaux NPV et NSO (Vacher et al. 2002). Cependastinécanismes précis de cette régulation ne
sont pas encore bien élucidés. En effet, plusiaateurs moléculaires et/ou cellulaires pourraient

étre impliqués dans cette régulation.

En effet, la NA pourrait agir directement par laibide ses récepteurs qui sont exprimeés dans les
noyaux magnocellulaires. Une action indirecte dBlAapeut étre envisageable ; elle impliquerait
des interactions cellulaires qui permettraient eétayer ou de régler l'effet de la NA sur
I'expression de I'AVP et de I'OT par les neuroneagmocellulaires. Ces effets indirects peuvent
notamment impliquer des molécules telles que leagiate, le GABA, le NO et les molécules de la

matrice extracellulaire (MEC).
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1. Voie glutamatergique de I'innervation noradrénegique

Des études pharmacologiques et électrophysiologmute montré que le glutamate est un
neurotransmetteur excitateur important dans I'hlyaleimus (Meeker et al., 1993; Van den Pol et
al., 1990). Le glutamate agit via les réecepteunstimpique NMDA et non NMDA (AMPA), et qui
sont exprimés sur les neurones magnocellulairesGgdul et al., 1997 ; Armstrong et al.,
1997 ;Gribkoff, 1991 ; Hattori et al., 1998). Daftat ces collegues (1998) ont suggére I'existence
d’interneurones glutamatergiques relayant le cémtndradrénergique de la libération d’AVP et
d’OT par les neurones magnocellulaires de I'hyplainas, via le récepteurl adrénergique. Par
ailleurs, il semble que la NA puisse régler la diton de glutamate dans les NSO et NPV en
agissant sur les terminaisons pré-synaptiques em récepteurs pré-synaptiquasl et a-2
(Boudaba et Tasker 2003).

Les synapses glutamatergiques représentent 25%yiegpses impliquant les neurones
magnocellulaires vasopressinergiques et ocytodieeg en condition normale (El Majdoubi et
al., 1996 ; El Majdoubi et al., 1997 ; Meeker &t 4993; Theodosis, 2002). Cette proportion
augmente chez les femelles allaitantes pour ateiladvaleur de 30% dans le NSO (Stern et al.,
2000). Les niveaux de glutamate augmentent fortemi@ns le NSO juste avant la parturition et
diminuent avant la fin de l'accouchement (Herbisen al., 1997). De plus, l'injection
intracérébroventriculaire d’'un antagoniste de rémap glutamatergique inhibe le réflexe d’'OT
pendant la tétée (Parker et Crowley 1993). Cestrans sont paralleles a celles des niveaux de
NA dans le NSO et d’'OT dans le sang (Herbison et1@97 ; Theodosis 2002). Par ailleurs, les
deux systémes apparaissent trés importants paeéfléxe d’éjection du lait en réponse a la tétée
(Parker et Crowley 1993). Ainsi une augmentatioraliegle du nombre de synapses au glutamate
et a la NA sur les neurones OT a été mis en éva@endant la lactation (El Majdoubi et al.,
1996 ; Michloudi et al., 1997). Chez la rate adlaie la sécrétion de I'OT peut étre stimulée par un
agoniste du récepteuradrénergigue ou un agoniste du récepteur AMPAInEhfitilisation d’'un
antagoniste contre I'un ou l'autre récepteur (rémep noradrénergique ou Glutamatergique)

bloque la libération de I'OT.
En ce qui concerne la déshydratation, il a été enmisévidence une augmentation paralléle de

nombre des synapses glutamatergiques et noradiguesg (Meeker et al., 1994 ; Di et Tasker,
2004).
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2. Voie GABAergique de I'innervation noradrénergique

Le GABA est le neurotransmetteur inhibiteur prédmnt dans [I'’hypothalamus :
approximativement 40% de synapses sont des sysi@rsBAergiques (El Majdoubi et al., 2000 ;
Oliet et Piet 2004) et ce pourcentage augmente lehfemelle allaitante (Theodosis et al., 1995. El
Majdoubi et al., 1997). Un effet indirect de la NAr I'activité des neurones vasopressinergiques
et ocytocinergiquesia les neurones GABAergiques a été mis en évidenc@ré&mier lieu, Wang
et ses collegues (1998) ont montré que la NA pounbiber la libération de GABA dans le NSO
via les récepteurg2-adrénergiques. Une telle interaction entre lasxdeurotransmetteurs a été
aussi mise en évidence d'une part, dans I'hypothasa médio-basal en cas d’hypoglycémie
(Beverly et al., 2001), et d’autre part, dans leCN8urant la déshydratation chronique (Di et
Tasker, 2004).

Par ailleurs, I'implication de ce neurotransmettelans linhibition de l'activité des
neurones magnocellulaires a été largement démofutoé&e revue, Renaud et Bourque 1991). Il été
suggéré que le GABA pouvait inhiber la libération AP et d’OT par les neurones
magnocelluaires (Poulain et Wakerley 1982). L'attdu GABA implique des récepteurs post-
synaptiques GABA et pré-synaptiques GABA Des injections intracérébroventriculaires ou des
microinfusions directes au niveau du NSO, de musk{agoniste) et de bicuculine (antagoniste),
des récepteurs GABA inhibent I'activité basale des neurones vasopmesgiques et
ocytocinergiques et le réflexe d’éjection du laitsl de la tétée (Moos 1995 ; Voisin et al., 1995).
Ces récepteurs sont exprimés par les neurones AXWH elu NSO et NPV (Fenelon et al., 1995).
Du plus, les récepteurs GABAsont localisés au niveau des terminaisons gluengigues et
GABAergiques du NSO et ces récepteurs pourraienat iétpligués a la fois dans I'excitation
glutamatergique et l'inhibition GABAergique sur legurones magnocellulaires (Ibrahim et al.,
1998 ; Kombian et al., 1996).

3. Implication du monoxyde d’azote (NO)

Dans ce travail, nous avons plus particulierememtépnotre attention tout d’abord sur
implication du NO dans la voie de signalisatiomld régulation d’AVP et OT par la NA, car cette
voie est stimulée a la fois par le glutamate &tAaet modulée par le GABA (Srisawat et al., 2000,
Grange-Messent et al., 2004). De plus, le NO jauedle important dans le contrdle de I'activité
des neurones magnocellulaires (Kadekaro, 2004).
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Le monoxyde d’azote

II. Le monoxyde d’azote (NO) : synthése et mécanisrd’action

Le NO est un neuromédiateur gazeux inorganiqueede-die tres courte (6-30s) capable
de diffuser a travers la membrane des celluledNQeossede des propriétés de messager inter- et
intracellulaire (Bredt et Snyder 1992 ; LowensteinSnyder 1992). Il est produit par des NO
synthases (NOS) a partir de L-arginine et d’oxygeneette réaction utilise un co-substrat : le
Nicotinamide-Adénine Dinucléotide- Phosphate (NADKFMoncada and all., 1991; Knowles and
Moncada 1994; Moncada et Higgs 1993). La NOS csaaly cette réaction existe sous trois
isoformes : neuronale (nNOS), endothéliale (eNCQShductible (iNOS). Chacune de ces trois
isoformes possede ses propres caractéristiquesrere tde distribution cellulaire et mode de
fonctionnement. Les formes neuronale et endotléliaéspectivement localisées dans les
neurones et les cellules endothéliales, sont datigés et calcium-dépendantes (Moncada et al.,
1991 ; Knowles et Moncada, 1994. Gotti et al., 20@&ndis que la INOS est exprimée dans de
nombreux types cellulaires tels que les macrophdgeseutrophiles, ainsi que dans les cellules
gliales et les neurones, et son activation esiwalkindépendante (Knowles et Moncada, 1994 ;
Murphy et al., 1993 ; Kilbourn et Belloni 1990 ;i@nza et al., 2000).

Les trois isoformes de la NOS possedent des dosaleeliaison a son co-substrat le
NADPH et également un domaine de liaison pour lmoduline. La liaison de la calmoduline a
'enzyme, essentielle pour son activité, est irelpiar le calcium pour les NOS constitutives. Les
NNOS et eNOS produisent du NO de maniére intermédtdors d’'une augmentation de la
concentration en calcium intracellulaire. La INOS rormalement absente dans les cellules mais
son activité est induite par certains stimuli comie® endotoxines et les cytokines. L’activité
catalytique de la INOS n’est pas dépendante duuralcar I'enzyme est liée a la calmoduline de
maniére stable, et par conséquent cette enzymeorthuellement activée et produit une large
guantité de NO lorsqu’elle est exprimée (Nathar§7)9Le NO atteint ses cibles cellulaires en
diffusant dans I'environnement proche a une disganaximale de quelques centaines de microns
(De Vente et al., 1998).

Contrairement aux neurotransmetteurs, le NO n’astglocké dans des vésicules synaptiques, ni

libéré par exocytose, mais diffuse rapidement &etsa les membranes, franchit I'espace

interneuronal et pénétre dans les cellules voisiDass le systeme nerveux central, le NO opére
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principalement en activant une enzyme largemerttillige, la guanylate cyclase soluble (GCs)

(Murphy, 2000). Le NO est capable de se lier aai lsiimique de la GCs induisant un changement

de la conformation de I'enzyme qui active son \ét&icatalytique, conduisant a une production
de GMPc dans le cytosol (Knowles et al., 1989 ; &dui 994 ; Pfeilschifter, 2000), (Figure 5).
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Figure 5: La voie de NO/GMPc

GMPc: Guanosine Monophosphate cyclique; NO: monoxyde d'azote; NOS: NO
Svnthase: NT: Neurotransmetteur: PKG: Protéine Kinase dénendante du GMPc: R:
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II. Rbles biologiques du NO
Les caractéristiques chimiques générales du NColuifierent une grande versatilité dans les
systemes biologiques. Le NO peut agir soit comme nnolécule régulatrice, soit comme une

molécule toxique (Bishop et Anderson 2005).

A faible concentration, dans des conditions norsalen pathologiques, le NO pourrait
étre impliqué dans les effets produits par lesexci@minés excitateurs tels que le glutamate. En
effet dans le systeme nerveux central, le NO daprdduction est déclenchée par 'augmentation
du calcium cytosolique qui suit I'activation desepteurs au glutamate, pourrait jouer un réle dans
'apprentissage et la mémoire (Christopherson edBL997). L’inhibition de la synthese du NO
empéche I'apparition de la potentialisation a ltergne, observée dans I'hippocampe, et celle de la
dépression a long terme dans le cervelet (Schumafadison 1994 ; Shibuki et Okada 1991).
Outre ses éventuelles fonctions dans la régulat@snsynapses excitatrices du SNC, le NO semble
participer a des nombreuses autres actions pasqguédes, par exemple : I'établissement des
connections neuronales au cours du développemdntyennaire (synaptogenése des projections
rétino-tectales) et la modulation de la libératilencertaines hormones hypothalamo-hypophysaires

(pour revue voir Szabo, 1996).

Lorsque le NO est produit en forte quantité dars amditions pathologiques, il pourrait
jouer alors un réle clef dans les mécanismes diexicité. L’effet neurotoxique est associé a une
activation prolongée des récepteurs du glutamateneeffet, I'accumulation intracellulaire de
calcium conduit a l'activation de plusieurs enzyndesit la NOS. Le NO en forte quantité est
associé a diverses pathologies telles que : I'mbb&érébrale, 'impuissance sexuelle masculine,
la maladie de Parkinson, la Chorée de Huntingtrsclérose latérale amphyotrophique, le choc
septique et certains cancers (Christopherson attBi®97 ; Brenman et al., 1995 ; Moro et al.,
2004).

[ll. Implication du NO dans la biologie cellulaire des noyaux magnocellulaires

La détection immunohistochimique des NOS et I'séition de [lactivité NADPH-
diaphorase associée a la NOS sont a l'origine dsiqairs travaux montrant que les NOS sont
largement distribuées dans le systeme nerveuxatefidredt et al., 1990 ; Vincent et Kimura

1992). En particulier, la nNOS est fortement exgemdans les neurones magnocellulaires
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vasopressinergiques et ocytocinergiques des NRNGE (Arevalo et al., 1992 ; Bredt et al., 1991;
Miyagawa et al., 1994 ; Hatakeyama et al., 199®n#alez-Hernandez et al., 2006 ; Yu et al.,
2006). Par ailleurs, les neurones magnocellulalessNPV et NSO sont riches en sous-unitéds
etpl de la sGC, qui sont fortement synthétisées desmsiayaux (Furuyama et al., 1993 ; Koesling
et Friebe 1999 ; Koesling et al., 2004 ; Kadekaff4). Les stimulations osmotiques telles que la
déshydratation ou la prise de boisson salée seoti@es a une augmentation de I'expression et de
I'activité de NOS par les neurones magnocellulaaesi qu'une augmentation de I'activité de
NADPH-diaphorase (Kadowaki et al., 1994 ; Villaragt 1994 ; Ueta et al., 1995). Ainsi, l'activité
de la NOS augmente par les mémes stimuli que lsgion d’AVP et OT (Villar et al., 1994).
Plusieurs études ont démontré la participation d8@ 8Bns des activités neurosécrétoires,
cependant, il existe toujours une controverse @t gieé la modulation nitrergique de I'expression
d’AVP et d'OT.
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La matrice extracellulaire et les métalloprotéinass

Dans le SNC, les interactions des cellules neuesnat gliales avec la matrice
extracellulaire (MEC) permettent la migration cklite, la différenciation, le guidage axonal, la
formation des synapses et la stabilité du réseatonal (Reichardt et Tomaselli, 1991 ; Wright et
al., 2002). La MEC est un dépbt de diverses moéscaécrétées et immobilisées en dehors de la
cellule. Elle est composée de collagenes, des pigb@ines non-collagéniques et des
protéoglycans comme la fibronectine, la laminieténascine, le phosphocane, le brevicane, et le
collagéne de type IV (Fields et Itoh 1996 ; Goldbrer et al., 1998. Wright et al., 2002).

Les protéines de la MEC peuvent interagir entreselimais aussi avec des molécules
d’adhérence comme la NCAM (neural cell adhesioneaudk) ou des facteurs de croissance. Les
principaux récepteurs des molécules de la MEC lganintégrines (Hemler, 1990). Il s’agit d’'une
famille de protéines transmembranaires composé&tedr sous-unitégy et 3, qui possedent des
sites de liaisons pour les différentes moléculesladdMEC (Stupack et Cheresh 2002). Les
intégrines permettent d’établir un lien moléculardre le cytosquelette et la MEC, et stabilisent

ainsi I'adhérence cellule-matrice (Martin et aD02).

La protéolyse de la MEC induit un remodelage deéseau extracellulaire, I'élimination ou
'assemblage de ses composants, la libérationatgnients bioactifs et de facteurs de croissances
(Nagase et Woessner, 1999). La libération de celeomes permet a la cellule de répondre
rapidement aux changements de son micro-environmero@mme cela est le cas lors de la néo-
vascularisation et de la réparation tissulaire (@leaet Werb 2001). Les protéases intervenant dans
le remodelage de la MEC sont legtalloprotéinases(MMPs, Van den Steen et al., 2001).

Dans le systéeme hypothalamo-hypophysaire, les nesroet les cellules gliales
maintiennent une expression d’'un certain nombrendicules dites « juvéniles » qui favorisent
des changements morphologiques, dont les molédelés MEC (Theodosis et al., 2004). Comme
nous le soulignions précédemment, les MMPs régu&ibnction de ces molécules et dans ce
contexte I'une des questions a laquelle nous startgrépondre est de déterminer si ces enzymes

peuvent participer a la plasticité du systéme hyglaimo-post hypophysaire.

Les MMPs sont des enzymes de dégradation, zinc-dépendasgesitées ou membranaires,

capables de cliver soit les constituants de la M&flt, des molécules solubles ou membranaires

37



Introduction

impliqguées dans la transmission des signaux intalaees tels que, les cytokines, les
chimiokines, les facteurs trophiques, les protéitiashésion et différents récepteurs. Les MMPs
se répartissent en 4 grandes sous-familles, destcollagénases, qui clivent les fibres collagenes
les gélatinases, les stromélysines (MMP3), et dbPNgpécifiques d’'un type de membrane (TM-
MMP), (Campbell et Pagenstecher, 1999 ; Riverd.e2804), (tableau 1). L’activité des MMPs

est inhibée par des antagonistes endogenes afpklIEqtissu inhibitor of metalloproteinases)
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Tableau 1 : Classification des métalloprotéinases

Sous-groupes MMP  Autre appellation Substrats
Gélatinases MMP-2  Gélatinase A Collagene IWW, X,
72 kDa Gélatinase gélatine
MMP-9  Gélatinase B Fibronectine, élastine
92 kDa Gélatinase Collagene 1V, V, gélatine
Collagénases MMP-1  Collagénase interstitielle la@@ine LILILVILX,

Collagénase fibroblastiqueMMP-5, entactine

. . Collagene 1, 1l
Collagénase neutrophilique 9

MMP-8  CMNL Collagénase
MMP-13 Collagénase-3 Collagene |
Stromélysines MMP-3  Stromélysine-1 Coll I, X, Gélatine,

Transine-1 Laminine, Fibronectine

Elastine, Caséine

MMP-7 PUMP-1, Matrilysine Caséine, Fibronectine,

Gélatine
MMP-10 Stromélysine-2 Collagene I1,IV,V,
Transine-2 Fibronectine, Gélatine
MMP-11 Stromélysine-3 Collagene IV
MMP-12 Métalloélastase Elastine, Fibronectine
Liaisons MMP-14 MT1-MMP, MMP-X1 MMP-2
membranaires MMP-15MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP MMP-2
MMP-17 MT4-MMP MMP-2
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I. Structure et régulation de I'activité des MMPs

Les MMP forment une famille structurellement hongple. Toutes ces enzymes ont en
commun trois domaines, le pro-peptide, le domaatalgtique, et le domaine hemopexine-like C-
terminal, qui se lie au domaine catalytique par iéggon flexible dénomméHinge region(Yong
et al., 1998; Wright et al., 2002). En généralNBdPs contiennent un peptide signal.

Hinge
region
— ONel| @ =]
] _ Carboxy-terminal
Peptide Signal T Hemopexin-like domain

Pro-peptide domaine Catalytique

Figure 6 : structure des MMPs d’aprés de (Wrightet al., 2002).

La régulation de l'activitt des MMPs est strictetnaontrolée a trois niveaux : la
transcription du gene, I'activation de la pro-eneyet I'activité des inhibiteurs des MMP, les
TIMP (Sternlicht et Werb, 2001 ; Yong et al., 200right et Harding, 2004). La plupart des
MMPs ne sont pas exprimées de maniere constitufimesffet, leur transcription est stimulée par
différentes molécules telles que les cytokinesamfhatoires, les facteurs de croissance, les
chémokines, les oncogénes, mais également panteadtions de type cellule-cellule ou cellules-
MEC (Yong, 1999 ; Nagase et Woessner 1999).

La modification post-traductionnelle constitue Eugiéme niveau de régulation. La plupart
des MMPs sont exprimée sous formanogeénequi correspond a la forme inactive de I'enzyme.
Cette forme présente un résidu cystéine localisé tiarégion pro-peptide, qui lie I'ion zinc de la
région catalytique (Figure 6). De nombreux facteénctuant notamment la cascade plasminogéene-
plasmine ainsi que certaines MMPs permettent derertinteraction entre le résidu cystéine et
l'ion zinc. Ce processus appelé decystein switch sprovoque la suppression du pro-peptide et
ainsi I'activation des MMPs (Nagase, 1997, Strdrtlet Werb 2001).

Enfin, le troisieme niveau de régulation des MMBRs$ @nstitué par l'interaction de la

forme active ou inactive des MMPs avec leurs inbilns, les TIMP (tissue inhibitor of

metalloproteinases) qui sont au nombre de quatPT(l, 2, 3, et 4), llIs inhibent I'activité des
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MMPs en se liant au domaine catalytique soit déotene zymogenesoit de la forme active
(Edwards, 2000 ; Woessner et Nagasse 2000).

lI. Fonction des MMPs

En plus des protéines de la MEC telles que le gelia et la fibrine, les MMPs peuvent
cliver et dégrader des chémiokines, des facteursrdissance, des récepteurs des facteurs de
croissance, des molécules d’adhérence et des médiatpoptotiques (Quaranta, 2000).

Les MMPs sont impliquées dans de nombreux procdssisgiques qui sont considérés
comme bénéfiques tels que l'angiogenese, l'imptamtadu blastocyte, I'ovulation et la
cicatrisation des blessures (pour revue, EnnisatisMan, 1994 ; Kahari et Saarialho-Kere 1997 ;
Yong et al., 1998 ; Wright et Harding, 2004). LeMMs sont aussi impliquées dans la croissance
dendro-axonique et la plasticité neuronale. Pamgie, elles participent a la croissance neuritique,
a l'axogenese, au guidage des cbnes de croissamsel'dnvironnement matriciel, au cours du
développement ou dans la plasticité réactive (Riwral., 2004). De plus, les MMPs peuvent
jouer un rdle protecteur lorsqu’elles modifieratdtivité biologique de molécules qui engagent les
cellules dans des voies apoptotiques. A ce tige,effets neurotoxiques du peptigleamyloide
peuvent étre inhibés ou potentialisés selon qligdaed de Fas (FasL), qui induit la mort cellulaire
par apoptose apres l'interaction avec Fas, et divnon par des MMPs (Ethell et al., 2002).

Malgré cela, les MMPs sont aussi impliquées darssrmbenbreuses maladies du systeme
nerveux central telles que la maladie d’Alzheim@pttschall et Deb, 1996 ; Lim et al., 1997 ;
Yoshiyama et al., 2000 ; Crocker et al., 2004)aesdlérose en plague (Rosenberg, 2002 ; Sobel,
1998 ; Vos et al., 2003 ; Yong et al., 1998). Rluss évidences indiquent que les MMPs sont
essentielles a l'invasion tumorale (Goldbrunnealet1998 ; Kaczmarek et al., 2002 ; Fang et al.,
2003). Les MMPs sont aussi activées lors du sinelst par les ultraviolets (Yang et al., 2002), e
en cas de traumatismes cérébraux, ou d’'ischémébicde (Lo et al., 2002 ; Muir et al., 2002 ;
Yong et al., 1998, 2001 ; Zhang et al., 2003).

41



Introduction

[ll. Les inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMP)

Comme nous l'avons souligné précédemment, les Mdtias inhibées par les TIMP, qui
sont des glycoprotéines. TIMP-1, TIMP-2 et TIMPehtsecrétées, alors que TIMP-3 est associee
a la MEC par un glycosaminoglycane (Yu et al., 200Dcker et al., 2004). L’activité inhibitrice
des TIMPs est liée a leur extrémité N-terminalei @al., 2002), (Tableau 2).

IV. Les MMPs dans le SNC intact et lésé

Le cerveau adulte intact exprime faiblement les MMPong et al., 2001). Néanmoins on
détecte certaines d’entre elles dont les MMP2 etR@M(Vecil et al., 2000 ; Vaillant et al., 1999;
Szklarczyk et al., 2002). En effet, deux structuogsébrales, I'hippocampe et le cervelet,
expriment fortement les MMPs. LARNmM et la protéiBVIP9 sont détectés dans les neurones
pyramidaux de I'hippocampe et du gyrus denté chieamime (Backstrom et al., 1996). Par
ailleurs, Szklarczyk et al. (2002) ont montré geggression de la MMP2 dans I'hippocampe est
essentiellement d’origine gliale contrairement aM&P9. Il a été montré que la MMP2 est
exprimée en grande quantité par les cellules dkifjeret les neurones granulaires du cervelet de
rat adulte alors que I'expression de la MMP9 ess pestreinte dans ces cellules (Vaillant et al.,
1999). En revanche, dans le cervelet de rat adé geurs, age auquel une forte synaptogenese est

encore observée, on détecte une forte expressitanMBIP9 (Vaillant et al., 1999).

On observe une augmentation de I'expression deNiwRet de la protéine MMP9 lors de
Iésions excitotoxiques induites par le kainate darm®uche dendritique et les corps cellulaires des
neurones du gyrus dentate (Szklarczyk et al., 200@es des lésions mécaniques de cerveau et de
la moelle épiniere, les MMP2 et MMP9 sont expriméesiotamment produites par les cellules
microgliales et les astrocytes (Jaworski, 2000 chagsoy et al., 2001 ; Muir et al.,, 2002).
L’ensemble de ces résultats suggére que l'augmentde I'expression des MMPs pourrait étre

impliquée dans la plasticité du SNC qui se margfelst maniéere physiologique ou pathologique.

Bien que la localisation et I'expression de MMP2det MMP9 soient bien démontrées dans
I'hippocampe et le cervelet, jusqu'ici aucune étn@edémontré la présence de ces protéines dans
le systeme hypothalamo-neurohypophysaire. Par fauraeu ce systéme subit des plasticités aussi
bien neurochimiques que structurales, cela nousng donduit a déterminer si la MMP2 et la
MMP9 peuvent étre impliquées dans la plasticité'dge hypothalamus-neurohypophysaire

régulée par la noradrénaline.
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Tableau 2 : Caractéristique des TIMP chez les Mdares

Pois moléculaire Localisation extracellulairg
(kDa)

TIMP-1 28.5 secrétée

TIMP-2 21 secrétée

TIMP-3 24 membranaire

TIMP-4 23 secrétée
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|. But du travall

Les résultats obtenus par notre équipe et partrdmugroupes montrent que les
terminaisons noradrénergiques stimulent I'expresset la libération de la vasopressine et de
'ocytocine dans les noyaux NPV et NSO. Mais lexcamésmes précis de cette régulation ne sont
pas encore bien élucidés. En effet, plusieurs diastenoléculaires ou cellulaires pourraient étre

impliqués dans cette régulation.

Le controle de la NA sur I'expression des peptidesl’hypothalamus neuroendocrine
(AVP et OT) peut s’exercer par I'intermédiaire @s sécepteurs présents dans le NSO. Cependant,
les afférences ne contactent pas seulement lesormesurpeptidergiques eux-mémes mais
interagissent avec les autres populations celadairésentes dans ces noyaux, en particulier des
interneurones glutamatergiques et GABAergiquessiAitans le NSO, plusieurs études ont montré
gue l'effet de la NA pouvait s’exercer a la foigeditement mais aussi indirectement sur les
neurones AVP et OT (Vacher et al. 2003).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressasrakyde d’'azote (NO) Les études de
la distribution de la NNOS dans le systeme nenaantral ont montré que celle—ci est exprimée
dans les neurones AVP et OT des NSO et NPV chet ket que son activité est influencée par le
GABA et le glutamate environnant (Srisawat et2000). De plus, notre équipe a démontré que la
NA augmente I'expression et I'activité de NOS chezat (Grange-Messent et al., 2004). Par ce
fait, le NO pourrait étre une des voies de sigatiim impliquées dans la régulation exercée par la

NA. La premiere partie de ce travail a été consaaréa question suivantée NO est-il impligué

dans la voie de régulation noradrénergique de I'egpsion de 'AVP et de I'OT ?

La plasticité de I'hypothalamus neuroendocrine re Isnite pas a des aspects
neurochimiques mais s’accompagne d’un remodelagetstal, mettant en jeu a la fois les cellules
gliales environnantes, la matrice extracellulairdes molécules d’adhésion. Une étude de notre
équipe montre un remaniement astrocytaire soufet'efes afférences monoaminergiques. Les
résultats suggéerent que les monoamines sont capddlenodifier le cytosquelette des astrocytes
dans le NSO et le NPV. Elles pourraient agir deswntvia leurs récepteurs présents a la surface
des astrocytes, ou pourraient également agir deeneaimdirecte, puisque l'activité des astrocytes
peut aussi étre modulée par les interneuronesarghtergiques et GABAergiques, et par le NO
(Vacher et al., 2003).
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Ces changements morphologiques desumoyaagnocellulaires apparaissant lors des
stimulations physiologiques ne se limitent pas agkocytes et aux neurones mais affectent
également la matrice extracellulaire permettantédesrangements et la cohésion des cellules entre
elles. La matrice extracellulaire n’exerce pas ameint un réle morphologique mais aussi un role
fonctionnel . par exemple, les métalloprotéinaseiszymes réglant l'activité biologique des
molécules de la matrice, peuvent dégrader les peptmles, notamment la galanine (Jureus et al.,
1998) et les protéines membranaire comm-digstroglycane (Kaczmarek et al. 2002 ; Zhong et
al., 2006). D’autre part elles interagissent aves facteurs trophiques, indispensables a la survie
neuronale ou a la morphogenese. De tels phénomserm®duisent au cours du développement du

systéme nerveux central.

En se basant sur ces informations, nous avons rdehe&i les MMPs sont impliguées

dans la plasticité structurale durant la plasticitéduite par la NA dans le NSO

ll. Modéles et techniques utilisés

1. Modele expérimental

Le modéle expérimental utilisé est un mod®levivode tranches d’hypothalamus maintenues en
survie dans différentes conditions pharmacologigquéstte méthode permet de controler
'environnement en ions, en neurotransmetteurs mth@mones des cellules étudiées tout en

préservant les interactions cellulaires localesg@éx neuronaux, interactions neurones-glie).

Des tranches coronales d’hypothalamus de 400pumaid'sgur contenant les NSO sont
maintenues en survie dans une chambre d’incubga@miant quelques heures (Figure 7). Ces
tranches sont obtenues a partir des souris malels&gdes de 6 semaines. Ces tranches ont subi
des traitements pharmacologiques pendant 1h ou 4hnésence de noradrénaline (NA*M), de
L-arginine methyl ester (L-NAME 3uM, inhibiteur d&&O), de sodium nitroprusside (SNP 0.1mM,
donneur de NO), d’'EGTA (1mM, chélateur du*@aou de phénanthroline (ImM, inhibiteur des
MMPs).
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Tranches

Sortie des fluides _

<+—— Piege a bulle

<= Entrée des

Elément chauffant

fluides
Sonde contrélant
la température
0, 95%
CO; 5%

Composition du liquide cérébro _ -spinal artificiel (Shoji et al., 1991)
NaCl 117mM: KCI 4.7mM: NaH-PO. 1.2mM: NaHCO-. 25mM: CaCl». 2H-0O 2.5mM: MaCl-. 6H-O 1.2mM:

Figure 7: Schéma de la chambre d’incubation pour le maintien des
tranches de cerveau en survie
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2. Techniques :
2. 1. Immunohistochimie

Les marqueurs neurochimiques ont été détectésmpplesou double immunofluorescence.
Cette technique repose sur la reconnaissance désutes endogénes que I'on cherche a détecter
par des anticorps spécifiques dits premiers amgcdres complexes immuns ainsi formés sont mis
en évidence par des anticorps secondaires dirgdsecles immunoglobulines de I'espece ayant
produit les premiers anticorps. Nous avons utililsux types d’anticorps secondaires : des
anticorps couplés de maniére covalente a des masydkiorescents (FITC ou CY3), ou des
anticorps biotinylés. L'emploi de ces derniers perriamplifier le signal immunohistochimique
et ils sont révélés par leur liaison avec une siregine fluorescente. Les complexes formés sont

observés a I'aide d’'un microscope a fluorescence.

2. 2. Dosages immunoenzymatiques (EIA)

Les dosages EIA appartiennent a la famille desgissaar compétition. lls nécessitent la
mise en jeu de trois composants : un anticorpsaniigene marqué (traceur), et un antigene non
marqué (qui est celui dont on recherche la conagofr). Le traceur et I'antigene non marqué sont
capables de se lier aux mémes sites anticorps et dait, peuvent entrer en compétition si la
concentration des sites anticorps est limitée. tk@seurs sont couplés a une enzyme, l'acétyle
choline estérase (AChE), et cette enzyme est @éteatec le réactif d’Ellman, constitué
d’acétylthiocholine, un pseudo substrat de [FIAChket de DTNB (acide 5,5
dithiobisnitrobenzoique). L’hydrolyse de I'acétytibholine, catalysée par I'AChE, induit la
production de thiocholine qui réagit avec le DTNB/@é et entraine la formation de DTNB réduit.
Ce dernier est un chromophore soluble qui absartierhent dans les longueurs d’onde visibles

(414nm) en produisant une couleur jaune.

Apres décapitation, les cerveaux sont prélevés umtement, et des coupes épaisses
d’hypothalamus (400um) sont préparées a l'aide didbroslice. Aprés les traitements
pharmacologiques, les NSO bilatéraux sont préle¥dside d’'une aiguille creuse de 200um de
diametre. La fraction peptidique des échantillosisextraite, les surnageants sont séchés a l'aide
d’'un Speed Vac puis les résidus secs sont repnis ala approprié (tampon EIA). La concentration
en protéines pour chaque échantillon est déternpaeke dosage des protéines totales.

Pour déterminer les contenus en AVP et OT par aoEdf, les anticorps anti-AVP et anti-

OT de lapin sont dilués respectivement au 1/50010)AD0 (Vacher et al., 2002). La phase solide
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est réalisée dans des plaques de 96 puits, re¢esv@anticorps monoclonaux de souris anti-lgG
de lapin permettant de fixer les anticorps anti-AMPanti-OT. Chacune des solutions composant
la phase liquide (peptide standard, échantillagemr, et antisérum de lapin dirigé contre I'OT et
I’AVP) est ajoutée dans les puits. Aprés incubapendant une nuit a 4°C, l'activité enzymatique

des complexes liés a la phase solide est révétéadpéion de réactif d’Ellman.

2. 3. Histochimie de la NADPH-diaphorase

Cette technique histochimique permet de localiseéciiquement les structures qui
présentent une activité NOS constitutive dans &esye nerveux central. Le principe est que les
NOS contitutives sont associées a la NADPH-diagg®pour recycler le NADPH et cette enzyme
est utilisée comme marqueur histochimique. Cettthau® peut se pratiquer sur des tissus fixés,
car l'activité de 'enzyme est protégée de la fxat La détection de I'activite NADPH-diaphorase
est réalisée a I'aide d’un substrat chromogéendlitie Bleu de Tétrazolium (NBT) qui forme un

précipité de formazan bleu apres réduction parABRH-diaphorase.

2. 4. Zymographie in situ

Cette technique histochimique permet de déterniiaetivité gélatinase des MMPs. La
technique est basée sur l'utilisation d’'un kit (Ehek kit) qui contient de la gélatine (DQ gelatin),
conjuguée a la fluorescéine quenchée. La techrugnsiste a appliquer ce substrat de gélatine sur
des tissus frais. Le substrat est efficacementéigar les plupart des gélatinases et collagémses
libére un peptide fortement fluorescent. L’augmiaiade fluorescence est proportionnelle a

I'activité protéolytique.
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Article 1

Les données actuelles indiquent que les afféeremaegirénergiques n’ont pas uniquement
une action directe sur les neurones AVP et OT.ftat, @lles établissent des contacts avec d’autres
populations cellulaires notamment les interneuraglatamatergiques et GABAergiques, ce qui
suggere l'existence d’'un mode d’action indirectl@eNA pour la libération des neurohormones
AVP et OT.

Plusieurs facteurs peuvent étre impliqués dan® aégulation, 'un d'entre eux est le
monoxyde d’azote (NO)auquel nous nous sommes intéressés dans cette Etddfet, le NO
module l'activité des neurones AVP et OT dans |éONSang et Hatton, 1999 ; Srisawat et al.,
2000). De plus, la distribution de la nNOS danSINC est localisée dans les neurones AVP et OT
des NSO chez le rat. Récemment, notre équipe amésidence que la NA augmente I'expression
et I'activité de la nNOS et de la INOS chez le(fatange-Messent et al., 2004). L’'ensemble de ces
résultats suggere que le NO pourrait intervenirsdanvoie de signalisation déclenchée par la NA
et permettre la libération d’AVP et OT par le NSAnsi, jai donc entrepris de vérifier cette

hypothése dans la premiére partie de mon travaheéke.

A l'aide un modeleex-vivo nous avons déterminé l'effet de la NA sur I'exgies de
'AVP et I'OT et la place du NO dans cette régudati Ce modele nous permis dans un premier
temps de valider notre modéd&-vivochez la souris en vérifiant par EIA que la NA indune
augmentation de I'expression 'AVP et 'OT sur deenches d’hypothalamus contenant les NSO
et incubées pendant 1h ou 4h avec la NA. Dans uanxiélee temps, par analyses
immunohistochimiques, nous avons observé I'expraste NNOS et INOS dans des nombreuses
cellules du NSO. Leurs expressions sont augmeméiearquablement apres I'incubation avec la
NA 1h ou 4h. Cependant, aucune détection de I'eNi@Sété observée. L'activité NADPH-
diaphorase a également augmentée dans les neumage®cellulaires apres l'incubation avec la
NA. Ces résultats nous ont permis de constaterffeh gositif exerceé par la NA sur I'expression
de la NnNOS et INOS. Afin d’'identifier les cellulexprimant la nNOS et la INOS, nous avons
réalisé une étude par double marquage immunohistdgpe en utilisant des marqueurs cellulaires
tels que OT, AVP et GFAP. Nos résultats montrengé ¢gs deux isoformes sont exprimées
strictement dans des neurones magnocellulairesagt dans les astrocytes. Ainsi, les deux
isoformes NNOS et INOS sont exprimés dans les nesr®T, tandis que, l'isoforme INOS est

exprimée seulement dans les neurones AVP. Noussasoservé de plus que, en présence de la
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NA, le nombre de cellules qui expriment a la fo8Tl et la NnNOS ou la iNOS, et I' AVP et la
INOS augmente.

Afin d’évaluer la contribution de NO dans la voie signalisation de la NA, des traitements
pharmacologiques par le L-NAME (L-arginine méthyster, NO inhibiteur), le SNP (sodium
nitroprusside, NO donner) et la NA associée au UMAa été alors effectué. Les résultats
montrent que la présence de SNP induit une augtimnides contenus d’AVP et qu’en présence
de L-NAME l'effet stimulateur de NA a été supprinten ce qui concerne OT la présence de L-
NAME n’a pas affecté I'effet stimulateur de NA <.

Enfin, pour préciser la source du NO impliqué dianggulation d’AVP induite par la NA,
un traitement par FTEGTA (1 mM un bloqueur de liade nNOS) a été utilisé. Les résultats
montrent qu’en présence d’'EGTA le contenu de I'A88? réduit 50%, ce qui suggere que le NO
impliqué dans la régulation d’AVP provient a ladale I'activité de la nNOS et de la INOEes
résultats nous ont permis de montrer que le NO est médiateur dans la voie de régulation

dAVP par NA mais pas dans la voie de régulaton QI par NA.
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Abstract

Noradrenalin (NA) regulates the expression of angirvasopressin (AVP) and oxytocin (OT) by
magnocellular neurons in the supraoptic nucleusN)S@F the hypothamalus. Nitric oxide (NO)
may be one of the factors involved in the NA sigmalpathway regulating AVP and OT
expression. To test this possibility, we usedmivivoexperimental model of mouse hypothalamus
slices. An increase in AVP and OT levels in the S®&e detected by immuno-histochemistry
and immunoenzyme assays after one hour and fous freeubations with NA (16M). There was
also an increase in the expression and activitpd®S and INOS in the SON as assessed by
immunohistochemical and histoenzymological analysisNADPH-diaphorase, whereas eNOS
was undetectable. To specify the role of NO, theeslwere treated with NA and L-arginine
methyl ester (L-NAME, an NOS inhibitor, 3uM). THigatment for 1hr abolished the NA-induced
increase in AVP. Treatment with sodium nitropruss{®NP, an NO donor, 0.1mM) increased
AVP levels confirming that NO regulates AVP express Addition of 1 mM EGTA during the
incubation with NA reduced by an half the AVP irase, indicating that both nNOS and iINOS
activities are implicated in the regulation. A 1 treatment with L-NAME did not prevent the
increase in OT induced by NA; similarly treatmenthaSNP had no effect. These findings show
that NO is involved in the regulation of AVP expms by NA, and that NA control of OT

expression is independent of NO.

Keywords
Vasopressin, noradrenalin, nitric oxide, supraopticleus, brain slices
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Introduction

The neurohypophyseal hormones, arginine, vasoprgge/P) and oxytocin (OT), are
mainly produced by the magnocellular neurosecret@yrons of supraoptic nucleus (SON) and
paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamlisese neuropeptides are transported to the
axonal terminals in the posterior pituitary from ex@ they are released into blood circulation
(Poulain and Wakerley, 1982). Plasmatic AVP regddahe extracellular fluid balance, and OT
triggers the contraction of the smooth muscle &bafr the uterine and the mammary glands
(Cunningham and Sawchenko, 1991 ; Ricledrdl 1991; Lundwig 1998).

The synthesis and the release of AVP and OT byPt¥iN and SON are stimulated by
increased plasma osmolality (Shernetnal, 1986 ; Meisteet al, 1990 ; Amayeet al, 1999),
hypovolemia (Stricker and Verbalis, 1986 ; Huastl, 2001), suckling stimuli (Grosvenor and
Mena, 1982 ; Zingg and Lefebvre, 1988), parturit{@ouglaset al, 1998) and stress (Plotsky,
1987). Morphological data have shown that the P\ the SON are the main hypothalamic
targets of the brainstem cell groups Al/A2 and A®awchenko and Swanson, 1982).
Electrophysiological and pharmacological studieplicate this noradrenergic input in the release
of AVP and OT, in particular when an increased haenlevel is necessary (Willoughley al,
1987; Faullet al, 1993; Saydofét al, 1996; Bealer and Crowley, 1998). Noradrenergitiol of
AVP and OT is not limited to the neurohypophysisit lextends to the whole hypothalamo-
neurohypophyseal complex: Vacher and her co-work&092) demonstrated that AVP and OT
expression in mice hypothalamirsvivo can be positively regulated by noradrenalin (NAA N
could act directly on magnocellular neurons viaagloenergic receptors which are expressed in the
SON (Randlest al, 1986 ; Shiodat al, 1997). However, the neurochemical identity af tells
expressing the noradrenergic receptors has not éetenmined. Thus, it is possible that indirect
pathways are involved, for example activation & tilutamatergic or GABAergic interneurons

within the SON (Daftaret al, 1998; Wanget al, 1998; Boudabat al, 2003).
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Nitric oxide (NO) is of particular interest as itodulates the release of AVP and OT by
magnocellular neurons (Kadowadd al, 1994; Srisawaét al, 2000). NO is a free reactive gas,
that acts as an intercellular messenger, and ithegized from L-arginine by the action of nitric
oxide synthase (NOS). Three isoforms of NOS hawenheentified, and all require reduced
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADRBSsithe electron donor. The neuronal and
the endothelial isoforms (NNOS, eNOS respectivahg) constitutive and calcium-dependent. The
inducible isoform (iINOS) is calcium-independent dadnduced by cytokines (Moncadk al.,
1991; Knowles and Moncada 1994). In the rat, nN@&IBOS isoforms are expressed in the AVP
and OT neurons of the SON (Bresdtal, 1990 ; Grange-Messeet al, 2004) and their expression
and activity are regulated by NA (Grange-Mess#ral, 2004). It is thus possible that NO is one
of the factors regulating AVP and OT expressionN#y. To test this, we established ar-vivo
experimental model based on mouse hypothalamiesslithe AVP and OT levels were measured
after pharmacologically treating the slices with Ne&xperiments were performed in the presence
and absence of L-NAME which blocks NOS activity. Weereby characterized the cells
expressing nNOS and iINOS in the mouse SON. Ouitsestnowed that NO is a factor in the NA-
signaling pathway for the regulation of AVP expreasand that OT expression was independent

of NO levels.
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Material and Methods

1. Animals

Six week-old adult male C3H/HeJ mice (Janvier, BBerthevin-France), weighing 20-
25¢, were used. They were housed under controbedittons. The mice had free access to food
and water. They were anesthetized and killed imance with the French and European legal
requirements (Decree 87-848, 86/609/ECC). Group$8 ohts for immunohistochemistry and
histoenzymolgy experiments and of 5 rats for EIA@veonstituted. All of the experiments were

independently repeated 3 times.

2. Slice preparation

After deep anesthesia with pentobarbital (25mg/kgge brains were quickly removed and
immersed in cooled artificial cerebrospinal flualJSF) consisting of (in mM): 117 Nacl, 4.7 KClI,
1.2 NaHPQ,, 25 NaHCQ, 2.5 CaCJ, 1.2 MgC}, 10 glucose. Coronal hypothalamic slices were
cut with a vibroslice. Using the optic chiasma daralmark, one 400um thick section including
SON was selected, transferred to a brain slice bearsystem and equilibrated for one hour in
aCSF before exposure to pharmacological test dondit After incubation, slices were processed

for immunohistochemistry, histoenzymology, and eneymmunoassay.

3. Drug application

After equilibration, slices were incubated for 1 4tr with 10" M noradrenaline (NA)
(Daftary andal., 1998) (Sigma, St. Louis, MO) dissolved with @®Xscorbic acid in aCSF.
Control slices were incubated as above, with 0.048¢orbic acid-aCSF. Other slices were
incubated with 3uM nitro L-arginine methyl ester-fIAME; Sigma, St. Louis, MO), 0.1mM

sodium nitroprusside (SNP; Sigma, St. Louis, MONAME+NA (3uM and 10" M respectively)
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and EGTA + NA (ImM and IO M respectively) for 1hr, all dissolved in 0.01%casbic acid-

aCSF.

4. Immunohistochemistry and histoenzymology

At the end of the pharmacological treatments, sliwere fixed overnight at 4°C with 4%
paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH 7AH@n cryo-protected by incubation in 20%
sucrose for 48 hr and frozen at -30°C in isopent&eeal coronal sections (20um thick) including

the SON were selected.

4.1 AVP, OT, nNOS, and iINOS immunohistochemistary

a- Single immunohistochemistry

Sections were incubated with 0.05M phosphate-bedffesaline (PBS) pH 7.4, containing
1% bovine serum albumin (BSA) and 0.1% Triton X-X06lock non-specific binding sites, and
then with rabbit antiserum against AVP (1:5000), @72000) (gifts from Dr. G. Alonso, 1988),
mouse monoclonal IgG anti-nNOS (1:500; Sigma, 8tuig, MO) or mouse monoclonal IgG anti-
INOS (1:1000; Sigma, St Louis, MO). The immune cterps were revealed with biotinylated
anti-rabbit 1IgG antibodies (1:250 in PBS/BSA) fovR and OT, and with biotinylated anti-mouse
IgG antibodies (1:250; Vector laboratories, Buringe, USA) for nNOS and iINOS. The sections
were then incubated with Streptavidin-Cy3 conjudat250; Sigma, St Louis, MO), and examined
under a confocal microscope.

b- Double immunohistochemistry

Other sections were set aside for double-labelxgeements with polyclonal anti-OT,
anti-AVP and anti-glial fibrillary acidic proteinrGFAP). This technique, similar to that described
above, was modified as follows : the first incubatincluded both mouse anti-nNOS or INOS

monoclonals (1:500, 1:1000 dilution) and rabbiti-&MP, OT or GFAP (1:5000, 1:2000 and
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1:500 respectively; Dako, Carpinteria, CA). Boundtilzodies were revealed with secondary
antibodies : anti-rabbit IgG-Cy3 conjugate (1:2@0tcbn in PBS ; Sigma, St Louis, MO) and anti-
mouse 1IgG fluorescein isothiocyanate (FITC) conjegd1:200 dilution in PBS; Vector

Laboratories, Burlingame, USA). Double-fluorescardlls were identified under a confocal

microscope.

4.2 Histoenzymology of NADPH-diaphorase

NADPH-diaphorase staining was performed as destidyeScherer-Singlest al (1983),
by incubation of the slide-mounted sections withMmeducedB-NADPH, 0.2mM nitroblue
tetrazolium, 0.1M Tris-HCI (pH 7.2), and 0.2% TntX-100 for 1hr at 37°C. After rinsing in a

bath of Tris-HCI, the sections were observed udeght microscope (Leiz, Wetzlar, Germany).

5. AVP and OT immunoassay

AVP and OT levels (treated and control groups) wassessed by enzyme immunoassays
(EIA) in the SON samples d€3H/HeJ mice as previously described (Vacokteal.,2002). After
pharmacological treatments with NA, L-NAME, L-NAMBEHA, and SNP, we extracted the
bilateral SON with a 200 pm-internal diameter nee&eptides were extracted from the samples ;
the resulting supernatants were dried in a speedwna and the dry residues were dissolved in EIA
buffer (0.1M potassium buffer, pH 7.4, 0.15M NaGl1% BSA, and 0.01% sodium azide). The
protein concentration of each sample was determityedsing the Coomassie Plus Protein Assay
Reagent kit (Pierce, Bezons, France). Enzymaticpebitive immunoassays were used to assess
AVP and OT levels in the extracted samples (Pradetlal, 1985). The rabbit anti-AVP and anti-
OT antisera (the same ones as used for immunohgtastry) were diluted 1:50000 and 1:10000,
respectively. We performed solid-phase EIA in 98hw@crotiter plates (Immunoplate Maxisorp;

Nunc, Roskilde, Denmark), and we added varioustae# (peptide standard, sample, enzymatic
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tracer, and diluted rabbit antiserum) to the plagdger an 18hr incubation at 4°C, the enzymatic
activity of the solid phase-bound immunological gdex was detected by the addition of Ellman’s
medium. The absorbance of each well was measurétldahm. The sensitivity of the assay was
determined from the ratio of binding in the absentecompetitor (B) to the concentration of
unlabeled peptide resulting in a 50% decreasenditg (B). The AVP and OT concentrations in
the samples were calculated from the standard swand were standardized to the total amount of

protein.

6. Statistical Analysis

Values reported are mean percentages of the cordfoé = standard error of the mean
(SEM). We compared groups using one-way analysigaobnce (ANOVA) and Scheffe’s test,

and differences were considered significamt<f0.05.
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Results

1- Effect of NA on OT and AVP levels

Oxcytocin immunoreactive (OT-IR) cell bodies in tah mice occupied the dorsal portion
of the SON (fig. 1A). We observed two kinds of CHibers: a) long fibers emerging from the
SON, b) shorter fibers limited to the SON. Aftecibation with noradrenalin (NA TOM) for
either 1hr or 4hr, more OT-IR neurons were fourttk Pperikarya and the fibers were stained more
intensely in the NA-treated slices than in the oarglices (fig. 1B). EIA confirmed higher levels
of OT in the SON of slices treated with NA for than the control samples (167 + 6.5%00 +
3.4% ;" p < 0.05) and 4hr (186 + 3.7¥6 103 + 3.9% : p < 0.05) (fig. 4A).

Vasopressin immunoreactivity (AVP-IR) was obseriedumerous cells in the ventral and
lateral part of the SON (fig. 1C). As for OT, twin#éls of AVP-IR fibers were observed : long
fibers emerging from the SON, and shorter fibemstéd to the SON. After incubating the slices
with NA, for either 1 or 4hr, we observed more AY®neurons and they were more intensely
labeled than the control at the same time poiner@hwere more fibers projecting from the SON
and these were more strongly labeled in the stimeged with NA than in control slices (fig. 1D).
EIA confirmed the higher AVP levels in the inculmhtdices with NA for 1hr (262 + 3.6%s 100 +

*

7.9% ;" p < 0,05) or 4hr (261 + 6%s127 + 11% * p < 0,05) (fig. 4C).

2- Effect of NA on nNOS and iNOS levels and distion

NNOS expression was detected in the dorsal pattieofSON (fig. 1E). After incubation
with NA for 1hr or 4hr, the number of stained cellas greater than in the control samples, but
they remained confined to the dorsal part of theNS@g. 1F). nNOS-IR was distributed
throughout the whole cell perikaria and also exéehohto some of the fibers. The treatment with

NA resulted in higher NADPH-diaphorase activityrtha control slices (fig. 1E, F inserts).
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The INOS isoform was found in the ventral parthed SON (fig. 1G). After incubation with
NA for 1 or 4hr, more cells containing INOS-IR wereserved (fig. 1H). INOS-IR was only found

in the perinuclear area and none of the fibers \pesdive for INOS-IR.

3- Identification of NNOS and iNOS expressing cells

To identify the cell types expressing nNOS and iN@Sdouble immunohistochemistry
experiment was performed with OT, AVP and GFAPzodies.

There was no co-localization of nNOS and AVP in 8@N in the control (fig. 2A, and
insert): NNOS-IR was only detected in OT-positiveurons and all of the OT neurons were
double-stained (fig. 2C and insert). After incubatiwith NA for 4hr, the nNOS-IR was still
restricted to OT neurons (fig 2B, D). The numbedoiible-stained neurons was higher than in the
control and very few neurons expressed only OT. @iQ). We found similar results after a 1hr
incubation with NA (data not shown).

Most INOS-IR was detected within the perinuclearaaof all of the AVP positive neurons
in the control (fig. 2E and insert). Few cells wel@ible-stained for INOS and OT (fig. 2G and
insert). After incubation with NA for 4hr, there veemore AVP-positive neurons than in the
control, and they all expressed INOS (fig 2F). Vsaryved an extensive co-localization of INOS
and OT, with few OT neurons not expressing INO§&. @H and insert).

Double labeling of INOS or nNOS with GFAP, demoatdd that INOS (fig. 3) and nNOS
(data no shown) were not expressed in astrosytéswaue exclusively expressed in the

magnocellular neurons.

4- Involvement of NO in the NA signalling pathway

To determine the role of NO in the NA regulation@t and AVP levels in the SON, the

neuropeptides were assayed by EIA. EIAs were paddron samples incubated with™1® of
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NA for 1 hr in the presence or absence of 3uM dNAME, an inhibitor of NOS activity.
Treatments with L-NAME alone and SNP 0.1mM (an N#d@r) were used as controls.

The presence of L-NAME for one hour did not prevea increase of OT levels induced
by NA (195 £ 12.4% in the presence of L-NAME and #66.5% in its absence ; * p < 0.05) from
the control value (100 + 20.8%) in the SON (fig.)4B negative control experiments without NA,
the inhibition of NOS activity with L-NAME (63 £ 18 %) and the treatment with SNP (128 +
13.7 %) did not significantly change OT levels frtdme control values.

The same experiments were carried out for AVP. lesence for 1 hr of L-NAME (101 *
2.8 %) abolished the increase in AVP level indubgdNA. In contrast, the NO donor SNP
increased AVP levels (258 £ 9.8%6 100 £ 7.9% for the control; * p < 0.05) (fig. 4D)he
presence of L-NAME alone did not modify the lever¥/P (96 + 8.5 %).

To precise nNOS and iNOS implication in the conwblAVP level, the nNOS activity
blocker EGTA was added in the incubation bath. plesence of EGTA for one hour reduced the
increase of AVP levels induced by NA (176 + 18,2rthe presence of EGTA and 262 + 3,6 % in

its absence ; * p < 0,05) from the control valueéQ(x 7,9 %) in the SON (fig 4C).
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Discussion

Since noradrenalin regulates the expression of AYP, and NOS (Vachest al, 2002 ;
Grange-Messent et al., 2004), we investigated tleraelationships between NA and NO in the
regulation of OT and AVP expression in the SON.

First, we adapted our rax vivo model of NA-treated hypothalamic slices for mice
(Grange-Messentet al, 2004). Our immunohistochemical and EIA resulfcm that NA
enhances thm vivo expression of AVP and OT in the mouse (Willouglebyl, 1987; Bealer and
Crowley 1998; Vacheet al, 2002). The catecholaminergic input is the majmnoaminergic
afferent in the SON and PVN. Noradrenergic affesamtke up about 10% of all synapses on
magnocellular neurons, but they are also in closgimity with SON interneurons (Michalouet
al., 1997). Therefore, NA may act directly or indilgaon magnocellular neurons (Randieal,
1986; Wanget al, 1998; Di and Tasker, 2004). Among the many factbat may be involved in
the noradrenergic pathway, NO may have a role éenrdfgulation of OT and AVP, because NOS
expression and activity have been demonstrateddease under NA stimulation of the SON in
the rat (Grange-Messeet al, 2004).

NO is an important signaling molecule that reguat@rious physiological functions,
including the neuroendocrine system (Nelseinal, 1997) and the release of hypothalamic
neuropeptides, including OT and AVP (Kadowakial, 1994 ; Srisawagt al, 2000 ; Kadekaro,
2004). The analysis of the NO cellular targetsha mouse SON by Vacher and her co-workers
(2003) has suggested that NO could regulate tleaselof OT and AVP indirectly by modulating
the activity of the magnocellular neuron afferents.

Three distinct isoforms of NOS have been identifiedNOS (neuronal NOS), INOS
(inducible NOS) and eNOS (endothelial NOS). Wetfasalyzed the presence of these three

isoforms in the SON : only nNOS and INOS were dettdy immunohistochemistry. We were
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not able to discriminate a staining for eNOS frdma background (data not shown), indicating that
NNOS and iINOS are the major isoforms expresseldemtagnocellular nuclei.

Using a specific antibody for nNOS, we confirmedtthNOS is exclusively present in OT
neurons, and not in AVP neurons, in the mouse (Bet¢dal, 1991 ; Arevaloet al, 1992 ;
Hatakeyamaet al, 1996 ; Vacheet al, 2003). This is different from the rat where nNB8Sound
in both types of neurons (Grange-Messatal, 2004 ; Xiacet al, 2005 ; Gonzalez-Hernandet
al., 2006). We observed, after incubation with NA,iaerease in the number of neurons labeled
for nNOS, and also in NOS activity visualized by DRH-diaphorase histochemistry. nNOS
activity is calcium-dependent, so it is possiblatttNA activates the SONi1l-noradrenergic
receptors, leading to an increase in intracellfrize calcium. The free calcium may then combine
reversibly with calmodulin to activate nNOS expressand activity (Canterogt al, 1996;
Daftaryet al, 1998). Glutamatergic interneurons may also teak@e, as NO production is related
to the activation of NMDA receptors (Bains and kean, 1997).

Co-detection with OT, AVP or GFAP showed that cellpressing the iINOS isoform were
not astrocytes, but cells corresponding to both @@ AVP magnocellular neurons, as in rats
(Grange-Messengt al, 2004). The increase in iINOS expression in magihdar neurons after
NA treatment suggests that iINOS expression maydméralled by non-inflammatory and non-
immunological signals. This unusual expressionN®D$ in neurons may be related to the plastic
properties of the hypothalamo-neurohypophyseal ¢exngvhich undergoe neurochemical and
structural modifications under physiological stimuicluding dehydration and lactation. This kind
of physiological plasticity may share common med$ras, particularly the involvement of the
nitrergic pathway, with the plasticity that occuduiring neuroprotection and regeneration
processes. This view is strengthened by the obsenvaof chemokine expression in

vasopressinergic neurons under dehydration (Cadlesed al., 2006).
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To determine if NO is involved in the NA regulatiohOT and AVP expression, we used
an NOS inhibitor, L-NAME. The increase in AVP lesaehduced by NA was abolished in the
presence of 3uM of L-NAME, consistent with the pap@tion of NO in the action of NA.
Incubation with 0.1 mM of SNP, an NO donor , ingea the AVP level, confirming that NO
stimulates AVP expression. Yamaguchi and Hama (RGd®wed that adding SNP to the
anteroventral third ventricular region (AV3V) irated basal AVP secretion in conscious rats.
Under normovolemic and isosmotic conditions, NOibith the basal release of AVP from the
neurohypophyseal system. However, when plasma adityoincreases during dehydration and
osmotic stimulation, the inhibitory influence of N@h AVP secretion is removed (Kadekaro and
Summy-Long, 2000)Our results are consistent withe dehydration signal being mediated by
noradrenergic afferents from the peripheral orgemghe hypothalamus. Under hyperosmotic
conditions, NA activates NOS expression and agtivit the magnocellular neurons via a
mechanism which still needs to be understood. Aaldiof 1 mM EGTA to block nNOS activity
during the incubation with NA reduced the incremsAVP levels by an half suggesting that nNOS
and iINOS are both implicated in AVP induction. Thigric oxide produced diffuses into the
extracellular space and increases AVP expressioanbgutocrine or paracrine pathway; this is
independent of a cGMP signal (Vacletral, 2003) and of activation of glutamatergic intemans
(Day, 1990). It has been proposed that NO may eteedction via protein s-nitrosylation (Terrell,

2003).

By contrast, the presence of L-NAME in the NA bditi not affect NA stimulation of OT.
Thus, NO is not involved in the NA regulation of @kpression. Incubation with SNP had no
effect on OT levels, confirming that OT expresspathways are independent of NO. This is
consistent with the absence of variation of OT egpion in INOS and nNOS knock-out mice

(Nomuraet al, 2005). This also confirms that the NO targetanSON are not the magnocellular
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neurons themselves, but the surrounding termimadsgéial cells (Vacheet al, 2003). As NO is
able to control OT levels in plasma (for reviewg $&adekaro, 2004 and Calka, 2006), we propose
that NO preferentially affects OT release by theirabypophyseal terminals rather than OT
expression in the SON cell bodies. This type ofed#nce in the anatomic site of regulation has

already been demonstrated for estrogens (Lagtgé, 2002).

Our results show that NO is produced by both OT AN®P neurons by nNOS and/or
INOS. NO participates in the NA signaling pathwdyAP expression, but not in OT expression
in the SON. As previously described, NO acts ddferally on OT and AVP, having a facilitatory
effect on AVP in response to hypernatremia (Vengairal., 2005). The control of AVP expression
by the noradrenergic afferents has been extensstetlied but the underlying mechanisms remain
to be established. It has been suggested thatethdation could be mediated vivo by ATP,
which is co-released with NA (Kapoor and SladeKQ®Mecause P2X5 receptors are expressed on
AVP neurons (Xianget al, 2006). However, ouex vivo results demonstrate that NA, in the
absence of any co-transmitter, is able to regulseAVP levels in the SON perhaps by activation

of an NO- mediated s-nitrosylation of proteins.
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Legends

Figure I Immunohistochemical detection of OT (A, B), AVe, (D), nNOS (E, F), INOS (G, H)

and histoenzymatic detection of NADPH diaphoraseH(hserts) in the SON in brain slices from
C3H mice incubated for 1hr with (B, D, F, H) or ndut (A, C, E, G are controls) TM NA.

OT, AVP, nNOS and iNOS immunoreactivity was higherslices incubated with NA than in

control slices. OC, optic chiasma, scale bar = bd0psert scale bar = 25um.

Figure 2 : Confocal laser microscopy of coronal sections roice brain slices double-
immunolabeled for nNOS (A, B ,C, D), and iNOS (E,&, H) with AVP or OT (A, C, E, G :
control slices ; B, D, F, H : slices incubated witA 10* M). Green fluorescence reveals iNOS or
NNOS immunoreactivity , and red fluorescence OTAMP immunoreactivity. Co-localization
appears yellow on the merged projection of twentycessive 1 um-thick sections.

In the control, double immunolabeling for nNOS &P showed no co-localization (A) although
NNOS and OT colocalized (C). Double immunolabeliagealed co-localizations between INOS
and both AVP (E) and OT (G). The number of magriatzel neurons which coexpress nNOS and
OT (D), and which coexpress INOS and AVP (F) or B} are greater than the number in control

slices. OC: optic chiasma, Scale bar = 100um. tassgnow boxed areas, scale bar 160

Figure 3: Double immunostaining of INOS and GFAP in theNs@om control C3H mice. The
double immunostaining showed no colocalization leetw GFAP (A) and iINOS (B). OC, optic
chiasma, Scale bar = 100um.

Figure 4: Levels of OT (A, B) and AVP (C, D) determined byzyme immunoassay in the SON
from brain slices after control incubation or batplication of either I6M NA for 1hr or 4hr,

3uM L-NAME for 1 hr, 3uM L-NAME + 10'M NA for 1 hr, ImM SNP for 1 hr, or 1 mM EGTA
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+10% M NA for 1hr. Data reported are mean percentagéseolhr control + standard error of the

mean (SEM). < 0.05 as compared with control groups with a wag-ANOVA.
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Article 2

Les changements morphologiques observés dans lmuinanagnocellulaires lors des
stimulations physiologiques ne se limitent pas ueigent aux astrocytes et aux neurones, mais
affectent également la MEC et les molécules d’adhéaduisant des réarrangements cellulaires et
par conséquence des modifications de la cohésipralkiles entre elles. Des études récentes ont
suggére que la sécrétion de protéases induisgmotaolyse des protéines de la MEC pourrait
fournir un mécanisme par lequel les prologementsramaux remodélent leurs connections
synaptiques. Ces protéases sont ainsi considé@ame de bons candidats impliqués dans
l'induction de la plasticité structurale de I'hymaiamus neuroendocrine (Miyata et al., 2005 ;
Theodosis et al., 2004).

Les métalloprotéinases (MMPs) sont des endopepdasnc-dépendantes qui sont
capables de dégrader des protéines de la MEC (Muweplal., 1999 ; Seiki, 1999). Parmi les
MMP, deux membres du sous-groupe des gélatinas®dMP2 et la MMP9, sont activés lors de
maladies cérébrovasculaires (Fatar et al., 2008 gt.al., 2005). Néanmoins, l'information sur le
réle de MMP2 et MMP9 dans la plasticité reste &ige¥ (Szklarczyk et al., 2002), malgré I'étude
récente de Nagy et al., (2006) qui a montré l'irtgrare de la MMP9 dans la plasticité synaptique
de I'hnippocampe de rat se produisant lors des peus=d’apprentissage et de mémorisation. La
présence de la MMP2 et de la MMP9 a été égaleméteictte dans I'hypothalamus de souris
(Khuth et al, 2001). De plus, dans le contexte ipdier du systéme hypothalamo-
neurohypophysaire, Miyata et al., (2005) ont sugggre les MMPs, pourraient étre impliquées

dans la plasticité structurale du NSO.

Ces données nous ont incités a rechercher si la 2&iRa MMP9 sont impliquées dans les
processus de la plasticité induite par la noradimdans le NSO.

Nous avons utilisé le modedx-vivode tranches d’hypothalamus contenant les NSGéutili
précédemment, et les tranches ont été traitéesapedt avec la NA & une concentration déM0
Nous avons alors réalisé des analyses immunohistapies des MMPs. L'expression de la
MMP2 et de la MMP9 a été observée dans nombrewdkdes du NSO. Apres 4h d’incubation
avec la NA, leur expression est augmentée sigtifement. Des expériences de zymographie in
situ ont montré que la NA induit une augmentatien’dctivité protéolytique des enzymes MMP2

et la MMP9 dans les neurones magnocellulaires. &ftentifier la nature des cellules exprimant
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la MMP2 et la MMP9, nous avons réalisé une étudedpable marquage immunohistochimique
en utilisant des marqueurs cellulaires tels que AR et GFAP. Nos résultats montrent que les
cellules exprimant ces gélatinases sont les nesreagsopressinergiques, ocytocinergiques, ainsi

gue les astrocytes.

Pour déterminer I'implication de la MMP2 et la MME&ns le mécanisme de régulation de
'AVP et I'OT par la NA, nous avons traité les tcdes d’hypothalamus avec un inhibiteur des
MMPs, la phénanthroline (ImM) seule ou combinéecdaeNA (10°M). Les résultats montrent
gue l'application de la phénanthroline seule ou looe avec la NA induit une diminution de
'expression de 'AVP et 'OT.Ces résultats nous ont permis de montrer que la F}et la
MMP9 sont exprimées dans les neurones AVP, OT stdstrocytes du NSO. Leur expression et
leur activité sont augmentées sous l'effet de la N&nfin, le blocage de leur activité diminue
l'effet de la NA sur I'expression de I'AVP et deQT, suggérant un mécanisme reliant la

plasticité neurochimique et la plasticité structueadu NSO.
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Abstract

Magnocellular neurons of the hypothalamic supraopticlei (SON) are involved in the synthesis and
release of two major neuropeptides: oxytocin (Ohy arginine-vassopressin (AVP). Neurochemical
plasticity in this system is induced by physiolaicconditions such as lactation, parturition, and
dehydration, and may be accompanied by reversthlietaral plasticity affecting neurons, astrocysesl
the extracellular matrix (ECM). The noradrenergistem plays a critical role in triggering this cheat
plasticity associated with structural plasticityatix metalloproteinases (MMPs) are good candid&ies
involvement in the ECM remodelling observed in stuwal plasticity. We investigated the possible
involvementof two gelatinases, MMP2 and MMP9, irradrenaline-induced chemical plasticity in the
mouse neuroendocrine hypothalamus. We investigdtegresence, location and activity of MMP2 and
MMP9 in the mouse SON, using ar vivoexperimental model of mouse hypothalamic slicestated for

4 hours with 1d M noradrenaline. We showed that: 1) immunoreagtiir MMP2 and MMP9 was
detected in AVP-positive and OT-positive magnodaflimeurons, but also in astrocyte processes itralon
and noradrenaline-treated slices, 2) MMP2 and MN&v@Is increased after incubation with noradremglin
3) MMP2 and MMP9 displayed markedly higher levells gelatinolytic activity after noradrenaline
treatment. These results suggest that both MMP2 MMP9 are regulated by noradrenaline during

chemical plasticity and may therefore also be imedlin structural plasticity within the SON.
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Introduction

Arginine-vasopressin (AVP) and oxytocin (OT) aremgpeptides synthesised by the magnocellular nsuron
of the hypothalamo-neurohypophysial system. AVEnilved in regulating water-mineral metabolism,
whereas OT is involved in regulating parturitiordahe ejection of milk (Sofroniew, 1985). Variat®oim

the production and release of AVP and OT occurdngng these physiological conditions are descriéed
neurochemical plasticity.

We have described an increase in OT and AVP express the mouse hypothalamus in response to
noradrenaline (NA)in vivo (Vacher et al, 2002), consistent with published electrophygiaal and
pharmacological data (Willoughbst al, 1987; Shioda & Nakai, 1992; Shiodaal., 1997; Onakaet al,
1995, Bealer & Crowley, 1998).

Neurochemical plasticity in the SON is accomparbgdeversible structural plasticity affecting asytes,

cell adhesion molecules and the extracellular mgECM) (Miyataet al, 1994; Modney & Hatton, 1989;
Hawrylak et al, 1998; Pietet al, 2004). Interactions between neural cells andB&& are affected by
changes in both neural cell surface receptors la@anlecules constituting the ECM. Thus, the relexfs
proteases inducing the proteolysis of ECM protenay facilitate the remodelling of synaptic connecs

by neuronal processes (Pittmanal, 1989; Bensomt al, 2000; Shiosaka & Yoshida, 2000; Dityatev &
Schachner, 2003). These molecules are considetmdood candidates for involvement in the indurctd
structural plasticity in the neuroendocrine hyptihaus (Miyateet al, 2005; Theodosist al, 2004).

Members of the matrix metalloproteinase (MMP) famiave been considered as candidates for
involvement in ECM remodelling. MMPs are zinc-degent endopeptidases that degrade all kinds of
extracellular matrix proteins (reviewed by Murpdiyal,, 1999; Seiki, 1999). Several studies have focused
attention on the potential role of MMPs in the rogaliasticity and neuropathology of the brain (revéeviby
Mun-Bryce & Rosenberg, 1998; Rivera & Khrestchatjsk999; Yonget al, 2001, Wright & Harding,
2004). Two members of the gelatinase subgroup of FRAMMMP2 and MMP9, are activated in
cerebrovascular diseases (Fagtial, 2005; Liuet al, 2005). However, little is known about the role o
MMP2 and MMP9 in neural plasticity (Szklarczyt al, 2002). A recent study by Naggt al. (2006)

demonstrated the fundamental importance of MMPtfan for modulating rat hippocampal synaptic
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plasticity during learning and memory. MMP2 and M®&Mave also been detected in the mouse
hypothalamus (Khutret al, 2001). These data suggested a possible rolavfdP2 and MMP9 in

noradrenaline-induced chemical plasticity in thedthalamic SON.

Materials and methods

_Animals

We used six-week-old, adult male C3H/HeJ mice (iganBaint-Berthevin, France) weighing 20 to 25g.
These mice were housed under controlled conditiadithy 12 h of light and 12 h of darkness and a
temperature of 22°C. The mice had free access to food and watexry Were anaesthetised and killed in

accordance with French and European legal requiteniBecree 87-848, 86/609/ECC).

Slice preparation
Mice were placed under deep anaestheskapeiitobarbital (25 mg/kg) and decapitated. Thiedimis
were quickly removed and immersed in cooled aréificerebrospinal fluid (aCSF) containing 117 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM NakPQ,, 25 mM NaHCQ, 2.5 mM CaC.2H,0, 1.2 mM MgC}.6H,0, 10
mM glucose. Coronal hypothalamic slices (400 umjewaut on a vibrating microtome. For each brain,
slices including the SON were selected and traresietio a brain slice chamber system, in which thege
allowed to equilibrate for 1 h in aCSF before expedo pharmacological conditions. After incubatiith

drugs, slices were processed for immunohistochgmasid histoenzymology.

Drug application
At the end of the one-hour equilibration periodaibrslices were incubated with noradrenaline (NA)
(Sigma, St. Louis, MO) at a final concentrationl6f* M (Daftary et al, 1998) for 4 h. Some slices were
incubated with the broad-spectrum metalloproteimal#itor phenanthroline monohydrate (1 mM, Sigma,
Riveraet al, 2002) or with NA plus phenanthroline (1 mM, 1 respectively) for 4 h. All drugs were
dissolved in 0.01% ascorbic acid in aCSF.
Control slices obtained from other mice were in¢edaimilarly, for 5 h, with 0.01% ascorbic acida@SF

only.
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Immunohistochemistry
At the end of pharmacological treatment, slige=re fixed by incubation overnight at 4°C in 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH.7T#ey were then cryoprotected by incubation in 20%
sucrose for 48 h and frozen. Serial coronal sest{@0 um) were cut from the frozen tissue, andesgize
sections including the SON were mounted on geladimted slides. Sections from experimental and obntr

groups were processed under the same conditions.

Simple immunohistochemistry:
- Detection of MMP-2 and MMP-9

Sections were rinsed for one hour at room temperd®T) with 0.05M phosphate-buffered saline
(PBS) pH 7.4, containing 1% bovine serum albumirSAB and 0.3% Triton X-100. Sections were
incubated overnight at RT with rabbit antiserumiagaMMP-2 or MMP-9 (1:100, 1:1000 respectively,
TEBU, Santa Cruz, USA), in a humid chamber. Theyewben rinsed three times, for 10 min each, with
PBS/ BSA, and incubated for 2 h at RT with biotatgld anti-rabbit IgG antibody (1:250 in PBS/BSA)
(Vector Laboratories, Burlingame, USA). Sectiongeveashed three times, for 10 min each, with 0.05 M
PBS, and incubated for 2 h at RT with streptavidii3 conjugate (1:250; Sigma. They were then washed
for 10 min with 0.05 M PBS and mounted in MowiolalBiochem- Novabiochem Corporation, La Jolla,

CA). Sections were examined under a Zeiss epifagaece microscope (Axiovert 200M, AxioCam RMm).

- Detection of OT and AVP

Non-specific binding sites were blockedibgubating the sections for 1 h with 0.05 M PBS
pH 7.4 supplemented with 1% bovine serum albumiSABand 0.1% Triton X-100. Sections were
incubated overnight with rabbit antiserum againgPAor OT (1:5000, 1:2000 respectively, a gift fr@n
G. Alonso; Alonso, 1998). They were washed thremesi in 0.05 M PBS, and immune complexes were
detected by incubation with biotinylated anti-rablgG antibody (1:250 in PBS/BSA) followed by
streptavidin-Cy3 conjugate (1:250; Sigma), for Zhctions were examined under a Zeiss epifluorescen

microscope (Axiovert 200M, AxioCam MRm).
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Double immunohistochemistry

Other sections were reserved for double-labellingeements with polyclonal antibodies against
OT, AVP or GFAP. Double immunohistochemical stagnior OT, AVP or GFAP was carried out as
follows. Sections were first subjected to simplanumohistochemical staining for MMP-2 or MMP-9,
these molecules being detected by incubation withinylated anti-rabbit IgG antibody followed by
streptavidin-CY3 conjugate, as described abovey T¥ere then postfixed by incubation for 30 minutes
4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH. Mhe sections were rinsed and incubated ovetrnigh
at RT with rabbit IgG anti-OT (1:5000) or anti-AVPL:2000) (gift from Dr. G. Alonso, Alonso, 1998) o
anti-GFAP (1:500; Dako, Carpinteria, CA) antibo®gctions were washed in PBS and the bound primary
antibodies were detected by incubation for 1 h &tvi&th FITC-conjugated anti-rabbit IgG secondary
antibodies. We checked the specificity of the deslshmunofluorescence staining using two polyclonal
primary antibodies, by carrying out experimentsvirich one of the two primary antibodies — anti-MMP2
or anti-AVP, anti-MMP2 or anti-OT, anti-MMP9 or aafVP and anti-MMP9 or anti-OT — was omitted.
Fluorescent cells were identified with a Zeiss lepifescence microscope (Axiovert 200M, AxioCam

MRm).

In situ zymography
In situ zymography was carried out on sections for theal®in of gelatinase proteolytic activity in cels
described by Okt al. (1999). This procedure was modified so as to nilgiessible to use it on oex vivo
acute model of mouse hypothalamus slices. FredlxeanSON-containing slices were rapidly frozen and
cut into 20 um sections, which were mounted on aaikylsilane-treated slides. Control and treatedHr
sections were incubated for 4 h, at 37°C with ieacbuffer at pH 7.6 (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM
CaCl, and 0.03% sodium azide) supplemented with 50 lglranched fluorescein-labelled DQ gelatin
(EnzCheck gelatinase/collagenase assay, MolecutdreB) and 0.2% agarose, in a moist dark chamber.
The sections were washed with 0.05M PBS, pH 7.4distilled water, mounted in Mowiol and covered

with a coverslip. A fluorescent signal appeared/@iter enzymatic cleavage of DQ gelatin, revealowl

84



Résultats

net gelatinase activity on the sections. The sjpitgifof the reaction was demonstrated, using thead-

spectrum metalloproteinase inhibitor, phenantheotimonohydrate (100 to 500 pg/ml).

Results

Immunoreactivity for MMP9 and MMP2 was stronger ithe SON of noradrenaline-treated

hypothalamic slices

Immunoreactivity for both MMP-9 and MMP-2 was obsa=t in many cells of the SON (fig. 1A to D).
In control slices, a weak fluorescent signal waected for MMP9 (fig. 1A), restricted to the perahear
area. In contrast, MMP-2 immunoreactivity (fig. 1®@as more intense in control slices, encompassiag t
entire perikaryon. After the incubation of slides 4 h with NA, MMP-9-positive (fig. 1B) and MMP-2
positive (fig.1D) perikarya were more numerous thmathe control slices (fig.1A, C). The entire SQIds

labelled.

Identification of cells containing MMP9 or MMP2 in the SON
We identified MMP-containing cells in the SON, bgrying out double immunohistochemical staining
with OT, AVP and GFAP antibodies. As previously agpd for the mouse SON (Maolood, Grange-
Messentet al, 2007,in pres$, immunoreactivity for OT (fig. 2B) and AVP (fiE) was found to have
increased after 4 h of incubation with NA (conidata not shown).
The OT-immunoreactive cell bodies were located arily in the dorsal part of the SON (fig. 2B), whas
AVP-immunoreactive neurons were located primaunilhttie ventral portion of the SON (fig. 2E). MMP-9
was detected in OT-positive neurons (fig.2C). Tleev fOT-negative cells labelled for MMP-9 also
contained AVP, and AVP-immunoreactive cells alsotamed MMP-9 (fig. 2F). MMP-9 immunoreactivity
was also detected in the GFAP-positive astrocytioc@sses of the glial limitans (fig.2l). MMP-2
immunoreactivity was observed in both OT-positifig. (3C) and AVP-positive neurons (fig. 3F), andswa
also detected in the external glial limitans andame astrocytic processes (fig. 3l).

The gelatinolytic activity of MMP-9 and MMP-2 washanced in the SON of noradrelaline-treated

hypothalamic slices
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We determined the histological distribution of tedatinolytic activity of MMP9 and MMP2 and assasse
possible modifications to this activity during ndranaline-induced chemical plasticity in the moG€aN,
usingin situ zymography orex vivobrain slices. Slices of the hypothalamus were bated with gelatin
substrate, which is efficiently digested by MMP#ieTobserved fluorescence was proportional to MMP
proteolytic activity. In control and treated slicgglatinolytic activity was observed mostly in tharsal and
ventral parts of the SON. No other cells in theepahyma displayed fluorescence. A weak fluorescent
signal was detected in control slices (fig. 1EX] #me number of fluorescent cells and the intersitiheir
fluorescence were clearly greater in slices trewaiittd NA for 4 h (fig. 1F).

The distribution of these fluorescent cells coroesfed to that of AVP and OT magnocellular neuramd a

astrocytes. Fluorescence was abolished by incubatfithh phenanthroline (data not shown).

Inhibition of the activity of MMP-2 and MMP-9 affec ts immunoreactivity for AVP and OT
We assessed the involvement of MMP-2 and MMP-9him increase in AVP and OT levels reflecting
chemical plasticity, by carrying out experiments sections treated with 1mM phenanthroline (MMP
inhibitor) or with a mixture of phenanthroline aNe\ (1 mM and 10 M, respectively) for 4 h.
OT-immunoreactive cell bodies occupied the dorsalign of the SON in control slices (fig. 4A), wieas
vasopressin immunoreactivity was observed in nuogeoells located in the ventral and lateral pafthe
SON (fig. 4D).
Incubation with phenanthroline or phenanthrolinespNA decreased the numbers of OT- and AVP-
containing neurons (fig. 4B, 4C and 4E, 4F, respelgd, but the intensity of the fluorescent signeds
more important in the phenanthroline plus NA-indeldlaNSO than in the phenanthroline-incubated NSO

(fig. 4B, 4C and 4E, 4F).

Discussion

Chemical plasticity, as revealed by changes in & OT expression in endocrine magnocellular neyjron
has been established in the Tg8 transgenic mouskeln{idacheret al, 2002), raising questions about the
possible involvement of noradrenaline, the main aaoninergic input in the SON. We have also confirmed

the involvement of noradrenaline in the regulatidrAVP and OT expression in ax vivoexperimental
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model of mouse hypothalamic slices (Maolood, Gravigssentt al, 2007,in pres$. In the study reported
here, we investigated the possible contributionthef gelatinases MMP2 and MMP9 to the structural
plasticity observed during NA-induced chemical ptaty in the SON. We used owx vivomodel of
hypothalamic slices incubated with B! NA for 4 h. This concentration was chosen baseg@vious
studies carried out on brain slices, in which iratidn in a bath of Z6M NA induced an optimal
magnocellular neuron response (Daftaral, 1998; Grange-Messeet al., 2004). We also tried incubating
the slices with NA for 1 h, but no significant clgenin immunoreactivity or enzymatic activity was
observed for the MMPs tested. We therefore prebené only the significant results obtained after
incubation with NA for 4 h. We focused on the SQiecause these nuclei are known to display marked
structural plasticity under chronic physiologicairailation, such as dehydration and lactation (Hdakr et

al., 1998; Langleet al, 2002, Oliet, 2002; Theodos#s al, 2006). They also have a highly homogeneous
cellular structure, being composed exclusively aigmocellular neurons and glial cells, whereas the
paraventricular nucleus also includes parvocelloéarons.

We demonstrated that MMP-9 and MMP-2 were presemhagnocellular neurons and astrocytes of the
mouse SON, and that the activity of these enzynssragulated by NA.

Immunohistochemistry demonstrated the presenceott BIMP-9 and MMP-2 in the mouse SON under
normal conditions (in the absence of NA treatmehtleses MMPs were distributed within magnocellular
neurons and astrocytes. Double-labelling experimghowed that MMP-9 and MMP-2 colocalised with OT
and AVP magnocellular neurons and, to a lesseregegwith astrocytes identified on the basis of the
presence of the specific astrocytic intermedidtfent protein, GFAP. This result is consistenthviite
findings of a previous study describing the disttibn and expression of MMP-2 and MMP-9 in neurons
and astrocytes of the rat hippocampus (Szklarczlylal, 2002). Neuronal MMP-9 appeared to be
concentrated in the perinuclear compartment of aralrcell bodies, whereas MMP-2 was distributed
throughout the perikaryon.

Four hours of NA treatment increased MMP-9 and MRIlRevels. This increase in immunoreactivity
coincided with an increase in gelatinolytic acyviThe effect of NA was abolished in the presenicthe
broad-spectrum MMP inhibitor, phenanthroline. Oesults suggest that both MMP-9 and MMAdy be

involved in triggering structural plasticity duringpradrenaline-induced chemical plasticity in theuse
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neuroendocrine hypothalamus. These endopeptidaagdenactivated and regulated directly or indisectl
by NA, triggering the proteolysis of some of the MQOmolecules present in the surroundings of
magnocellular neurons.

Our observations recall those of Briettal, (2003), who described the role of MMPs, and MRI
particular, in the noradrenaline-induced remodgllifithe ECM of rat hearts. In rat hearts, NA inggiteft
ventricle hypertrophy (Bartbt al, 2000), which is accompanied by ECM remodelliwgh high levels of
collagen I and 1l mRNA, and high levels of MMP-2tiaity (Briestet al, 2001). However, the brain ECM
is markedly different from that in other organseTéxtracellular space between neurons in adulb®tzas
no basal lamina and does not seem to contain daskical MMP-sensitive ECM proteins as laminins and
collagens (Sugitat al, 2001). However, MMP targets are available in bh&in and may be involved in
neuronal plasticity. Dystroglycan is a particulanmiteresting potential physiological target molectibr
MMP activity (probably MMP-2 or MMP-9, see Yamada al, 2001). Indeed, Kaczmarek al (2002)
showed thaf3-dystroglycan is also broken down proteolytically the rat hippocampus in response to
kainate, in a temporal pattern paralleling the éase in MMP activity, witt3-dystroglycan playing an
important role in LTP, serving as a model of neatgulasticity (Mooreet al, 2002). Zhonget al (2006)
showed that both MMP2 and MMP9 could degrade theaegllular domain oB-dystroglycan in a rat
schwannoma cell line culturf-dystroglycan associates withdystroglycan in the dystroglycan complex,
linking the ECM and the cortical cellular cytoskele. The intracellular domain @-dystroglycan binds to
the cytoplasmic protein dystrophin, which mediaigmalling by binding tax-dystrobrevin and syntrophin,
which in turn anchor signalling molecules, such reronal nitric oxide synthase (nNOS) to the
dystroglycan complex (Gradst al, 1999). As nNOS is present in the SON of mice ratsl (Vacheet al,
2003; Grange-Messeat al, 2004) and is upregulated in the rat SON by NAafge-Messertdt al.,, 2004),
the activation of MMP2 and MMP9 by NA may be meddty NO, thus identifying an NA signalling
pathway involved in the structural plasticity asated with chemical plasticity in the hypothalamo-

neurohypophyseal system.
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Legends

Figure 1:

Immunofluorescent detection of MMP-9 (A, B) and MMRC, D) in the SON from hypothalamus slices
incubated for 4 h with IM NA. A and C: Control experiment. Incubation witA increased levels of
immunoreactivity for MMP-9 and MMP-2 (B, D).

Fluorescence micrographs of hypothalamus slicewisigan situ zymography (E, F) in the SON, in control
slices (E) and after incubation for 4 h with NA (RA treatment slightly increased the intensity of
fluorescence, indicating an increase in gelatinolgttivity in the SON of NA-treated hypothalamlicss.

OC, optic chiasma, Scale bar= 20 pum.

Figure 2:

Immunolabelled sections from the SON included iitesl incubated in the presence of*180l NA.
Colocalization is shown in yellow on the mergedjgcton (C, F, I). MMP9 was colocalized not onlythvi
OT-positive neurons (C, inset) and AVP-positivdcéF, inset), but also with some astrocytic preesd(l,
inset).

Insets show boxed areas. OC: optic chiasma, Sested® pm.

Figure 3:

Immunolabelled sections from the SON included iitesl incubated in the presence of*180l NA.
Colocalization is shown in yellow on the mergedjgction (C, F, I). MMP2 was colocalized not onlythvi
OT-positive neurons (C, inset) and AVP-positivdcéF, inset), but also with some astrocytic preesd(l,
inset).

Insets show boxed areas. OC: optic chiasma, Seatedd) um.
Figure 4:

Immunohistochemical detection of OT (A, B, C) andFA(D, E, F) in the SON included in slices

incubated in the presence of 1mM phenanthrolineE)Bor 1mM phenanthroline plus 0 NA
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(C, F). Phenanthroline or phenanthroline plus Néatment decreased the numbers of OT- and
AVP-containing neurons (B, C and E, F respectivaginpared with control (A, D), but the
intensity of the fluorescent signal was more imaottin the phenanthroline plus NA-incubated
SON (C, F) than in the phenanthroline-incubated SBNE,).

OC: optic chiasma, Scale bar= 20 um.

95



Résultats

Receiving editor: J. Garthwaite (B. Lancaster)

Matrix metalloproteinases MMP2 and MMP9 are involve  d in noradrenaline-induced

chemical plasticity in the mouse neuroendocrine hyp othalamus

N. Maolood, H. Hardin-Pouzet V. Grange-Messent*
NSI, CNRS UMR 7101, Université Pierre et Marie @tfaris, France

*: corresponding author

Correspondence to: Valerie Grange-Messent, CNRS UMIRL, Université Pierre et Marie Curie, case
courrier 002, 7 quai Saint-Bernard, 75252 PariseRdib, France.
E-mail: valerie.messent@snv.jussieu.fr

Fax: 0033 144272508

Running title: MMPs and noradrenaline-induced plasticity
Total number of pages: 17

Number of figures: 4

Total number of words in the whole manuscript: 4670
Number of words in the abstract: 218

Number of words in the introduction: 408

96



Résultats

Abstract

Magnocellular neurons of the hypothalamic supraopticlei (SON) are involved in the synthesis and
release of two major neuropeptides: oxytocin (Ofy arginine-vassopressin (AVP). Neurochemical
plasticity in this system is induced by physiolaicconditions such as lactation, parturition, and
dehydration, and may be accompanied by reversthlietaral plasticity affecting neurons, astrocysesl
the extracellular matrix (ECM). The noradrenergistem plays a critical role in triggering this cheat
plasticity associated with structural plasticityatix metalloproteinases (MMPs) are good candid&ies
involvement in the ECM remodelling observed in stuwal plasticity. We investigated the possible
involvementof two gelatinases, MMP2 and MMP9, irradrenaline-induced chemical plasticity in the
mouse neuroendocrine hypothalamus. We investigdtegresence, location and activity of MMP2 and
MMP9 in the mouse SON, using ar vivoexperimental model of mouse hypothalamic slicestated for

4 hours with 1d M noradrenaline. We showed that: 1) immunoreagtiir MMP2 and MMP9 was
detected in AVP-positive and OT-positive magnodalimeurons, but also in astrocyte processes itralon
and noradrenaline-treated slices, 2) MMP2 and MN&v@Is increased after incubation with noradremglin
3) MMP2 and MMP9 displayed markedly higher levells gelatinolytic activity after noradrenaline
treatment. These results suggest that both MMP2 MMP9 are regulated by noradrenaline during

chemical plasticity and may therefore also be imedlin structural plasticity within the SON.
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Introduction

Arginine-vasopressin (AVP) and oxytocin (OT) aremgpeptides synthesised by the magnocellular nsuron
of the hypothalamo-neurohypophysial system. AVEnilved in regulating water-mineral metabolism,
whereas OT is involved in regulating parturitiordahe ejection of milk (Sofroniew, 1985). Variat®oim

the production and release of AVP and OT occurdngng these physiological conditions are descried
neurochemical plasticity.

We have described an increase in OT and AVP express the mouse hypothalamus in response to
noradrenaline (NA)in vivo (Vacher et al, 2002), consistent with published electrophygiaal and
pharmacological data (Willoughbst al, 1987; Shioda & Nakai, 1992; Shiodaal., 1997; Onakaet al,
1995, Bealer & Crowley, 1998).

Neurochemical plasticity in the SON is accomparbgdeversible structural plasticity affecting asytes,

cell adhesion molecules and the extracellular mgECM) (Miyataet al, 1994; Modney & Hatton, 1989;
Hawrylak et al, 1998; Pietet al, 2004). Interactions between neural cells andB&& are affected by
changes in both neural cell surface receptors la@anlecules constituting the ECM. Thus, the relexfs
proteases inducing the proteolysis of ECM protenay facilitate the remodelling of synaptic connecs

by neuronal processes (Pittmanal, 1989; Bensomt al, 2000; Shiosaka & Yoshida, 2000; Dityatev &
Schachner, 2003). These molecules are considetmdood candidates for involvement in the indurctd
structural plasticity in the neuroendocrine hyptihaus (Miyateet al, 2005; Theodosist al, 2004).

Members of the matrix metalloproteinase (MMP) famiave been considered as candidates for
involvement in ECM remodelling. MMPs are zinc-degent endopeptidases that degrade all kinds of
extracellular matrix proteins (reviewed by Murpdiyal,, 1999; Seiki, 1999). Several studies have focused
attention on the potential role of MMPs in the rogaliasticity and neuropathology of the brain (revéeviby
Mun-Bryce & Rosenberg, 1998; Rivera & Khrestchatjsk999; Yonget al, 2001, Wright & Harding,
2004). Two members of the gelatinase subgroup of FRAMMMP2 and MMP9, are activated in
cerebrovascular diseases (Fagtial, 2005; Liuet al, 2005). However, little is known about the role o
MMP2 and MMP9 in neural plasticity (Szklarczyt al, 2002). A recent study by Naggt al. (2006)

demonstrated the fundamental importance of MMPtfan for modulating rat hippocampal synaptic

98



Résultats

plasticity during learning and memory. MMP2 and M®&Mave also been detected in the mouse
hypothalamus (Khutret al, 2001). These data suggested a possible rolavfdP2 and MMP9 in

noradrenaline-induced chemical plasticity in thedthalamic SON.

Materials and methods

_Animals

We used six-week-old, adult male C3H/HeJ mice (iganBaint-Berthevin, France) weighing 20 to 25g.
These mice were housed under controlled conditiadithy 12 h of light and 12 h of darkness and a
temperature of 22°C. The mice had free access to food and watexry Were anaesthetised and killed in

accordance with French and European legal requiteniBecree 87-848, 86/609/ECC).

Slice preparation
Mice were placed under deep anaestheskapeiitobarbital (25 mg/kg) and decapitated. Thiedimis
were quickly removed and immersed in cooled aréificerebrospinal fluid (aCSF) containing 117 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM NakPQ,, 25 mM NaHCQ, 2.5 mM CaC.2H,0, 1.2 mM MgC}.6H,0, 10
mM glucose. Coronal hypothalamic slices (400 umjewaut on a vibrating microtome. For each brain,
slices including the SON were selected and traresietio a brain slice chamber system, in which thege
allowed to equilibrate for 1 h in aCSF before expedo pharmacological conditions. After incubatiith

drugs, slices were processed for immunohistochgmasid histoenzymology.

Drug application
At the end of the one-hour equilibration periodaibrslices were incubated with noradrenaline (NA)
(Sigma, St. Louis, MO) at a final concentrationl6f* M (Daftary et al, 1998) for 4 h. Some slices were
incubated with the broad-spectrum metalloproteimal#itor phenanthroline monohydrate (1 mM, Sigma,
Riveraet al, 2002) or with NA plus phenanthroline (1 mM, 1 respectively) for 4 h. All drugs were
dissolved in 0.01% ascorbic acid in aCSF.
Control slices obtained from other mice were in¢edaimilarly, for 5 h, with 0.01% ascorbic acida@SF

only.
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Immunohistochemistry
At the end of pharmacological treatment, slige=re fixed by incubation overnight at 4°C in 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH.7T#ey were then cryoprotected by incubation in 20%
sucrose for 48 h and frozen. Serial coronal sest{@0 um) were cut from the frozen tissue, andesgize
sections including the SON were mounted on geladimted slides. Sections from experimental and obntr

groups were processed under the same conditions.

Simple immunohistochemistry:
- Detection of MMP-2 and MMP-9

Sections were rinsed for one hour at room temperd®T) with 0.05M phosphate-buffered saline
(PBS) pH 7.4, containing 1% bovine serum albumirSAB and 0.3% Triton X-100. Sections were
incubated overnight at RT with rabbit antiserumiagaMMP-2 or MMP-9 (1:100, 1:1000 respectively,
TEBU, Santa Cruz, USA), in a humid chamber. Theyewben rinsed three times, for 10 min each, with
PBS/ BSA, and incubated for 2 h at RT with biotatgld anti-rabbit IgG antibody (1:250 in PBS/BSA)
(Vector Laboratories, Burlingame, USA). Sectiongeveashed three times, for 10 min each, with 0.05 M
PBS, and incubated for 2 h at RT with streptavidii3 conjugate (1:250; Sigma. They were then washed
for 10 min with 0.05 M PBS and mounted in MowiolalBiochem- Novabiochem Corporation, La Jolla,

CA). Sections were examined under a Zeiss epifagaece microscope (Axiovert 200M, AxioCam RMm).

- Detection of OT and AVP

Non-specific binding sites were blockedibgubating the sections for 1 h with 0.05 M PBS
pH 7.4 supplemented with 1% bovine serum albumiSABand 0.1% Triton X-100. Sections were
incubated overnight with rabbit antiserum againgPAor OT (1:5000, 1:2000 respectively, a gift fr@n
G. Alonso; Alonso, 1998). They were washed thremesi in 0.05 M PBS, and immune complexes were
detected by incubation with biotinylated anti-rablgG antibody (1:250 in PBS/BSA) followed by
streptavidin-Cy3 conjugate (1:250; Sigma), for Zhctions were examined under a Zeiss epifluorescen

microscope (Axiovert 200M, AxioCam MRm).
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Double immunohistochemistry

Other sections were reserved for double-labellingeements with polyclonal antibodies against
OT, AVP or GFAP. Double immunohistochemical stagnior OT, AVP or GFAP was carried out as
follows. Sections were first subjected to simplanumohistochemical staining for MMP-2 or MMP-9,
these molecules being detected by incubation withinylated anti-rabbit IgG antibody followed by
streptavidin-CY3 conjugate, as described abovey T¥ere then postfixed by incubation for 30 minutes
4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH. Mhe sections were rinsed and incubated ovetrnigh
at RT with rabbit IgG anti-OT (1:5000) or anti-AVPL:2000) (gift from Dr. G. Alonso, Alonso, 1998) o
anti-GFAP (1:500; Dako, Carpinteria, CA) antibo®gctions were washed in PBS and the bound primary
antibodies were detected by incubation for 1 h &tvi&th FITC-conjugated anti-rabbit IgG secondary
antibodies. We checked the specificity of the deslshmunofluorescence staining using two polyclonal
primary antibodies, by carrying out experimentsvirich one of the two primary antibodies — anti-MMP2
or anti-AVP, anti-MMP2 or anti-OT, anti-MMP9 or aafVP and anti-MMP9 or anti-OT — was omitted.
Fluorescent cells were identified with a Zeiss lepifescence microscope (Axiovert 200M, AxioCam

MRm).

In situ zymography
In situ zymography was carried out on sections for theal®in of gelatinase proteolytic activity in cels
described by Okt al. (1999). This procedure was modified so as to nilgiessible to use it on oex vivo
acute model of mouse hypothalamus slices. FredlxeanSON-containing slices were rapidly frozen and
cut into 20 um sections, which were mounted on aaikylsilane-treated slides. Control and treatedHr
sections were incubated for 4 h, at 37°C with ieacbuffer at pH 7.6 (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM
CaCl, and 0.03% sodium azide) supplemented with 50 lglranched fluorescein-labelled DQ gelatin
(EnzCheck gelatinase/collagenase assay, MolecutdreB) and 0.2% agarose, in a moist dark chamber.
The sections were washed with 0.05M PBS, pH 7.4distilled water, mounted in Mowiol and covered

with a coverslip. A fluorescent signal appeared/@iter enzymatic cleavage of DQ gelatin, revealowl
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net gelatinase activity on the sections. The sjpitgifof the reaction was demonstrated, using thead-

spectrum metalloproteinase inhibitor, phenantheotimonohydrate (100 to 500 pg/ml).

Results

Immunoreactivity for MMP9 and MMP2 was stronger ithe SON of noradrenaline-treated

hypothalamic slices

Immunoreactivity for both MMP-9 and MMP-2 was obsa=t in many cells of the SON (fig. 1A to D).
In control slices, a weak fluorescent signal waected for MMP9 (fig. 1A), restricted to the perahear
area. In contrast, MMP-2 immunoreactivity (fig. 1®@as more intense in control slices, encompassiag t
entire perikaryon. After the incubation of slides 4 h with NA, MMP-9-positive (fig. 1B) and MMP-2
positive (fig.1D) perikarya were more numerous thmathe control slices (fig.1A, C). The entire SQIds

labelled.

Identification of cells containing MMP9 or MMP2 in the SON
We identified MMP-containing cells in the SON, bgrying out double immunohistochemical staining
with OT, AVP and GFAP antibodies. As previously agpd for the mouse SON (Maolood, Grange-
Messentet al, 2007,in pres$, immunoreactivity for OT (fig. 2B) and AVP (fiE) was found to have
increased after 4 h of incubation with NA (conidata not shown).
The OT-immunoreactive cell bodies were located arily in the dorsal part of the SON (fig. 2B), whas
AVP-immunoreactive neurons were located primaunihttie ventral portion of the SON (fig. 2E). MMP-9
was detected in OT-positive neurons (fig.2C). Tleev fOT-negative cells labelled for MMP-9 also
contained AVP, and AVP-immunoreactive cells alsotamed MMP-9 (fig. 2F). MMP-9 immunoreactivity
was also detected in the GFAP-positive astrocytioc@sses of the glial limitans (fig.2l). MMP-2
immunoreactivity was observed in both OT-positifig. (3C) and AVP-positive neurons (fig. 3F), andswa
also detected in the external glial limitans andame astrocytic processes (fig. 3l).

The gelatinolytic activity of MMP-9 and MMP-2 washanced in the SON of noradrelaline-treated

hypothalamic slices
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We determined the histological distribution of tedatinolytic activity of MMP9 and MMP2 and assasse
possible modifications to this activity during ndranaline-induced chemical plasticity in the moG€aN,
usingin situ zymography orex vivobrain slices. Slices of the hypothalamus were bated with gelatin
substrate, which is efficiently digested by MMP#ieTobserved fluorescence was proportional to MMP
proteolytic activity. In control and treated slicgglatinolytic activity was observed mostly in tharsal and
ventral parts of the SON. No other cells in theepahyma displayed fluorescence. A weak fluorescent
signal was detected in control slices (fig. 1EX] #me number of fluorescent cells and the intersitiheir
fluorescence were clearly greater in slices trewaiittd NA for 4 h (fig. 1F).

The distribution of these fluorescent cells coroesfed to that of AVP and OT magnocellular neuramd a

astrocytes. Fluorescence was abolished by incubatfithh phenanthroline (data not shown).

Inhibition of the activity of MMP-2 and MMP-9 affec ts immunoreactivity for AVP and OT
We assessed the involvement of MMP-2 and MMP-9him increase in AVP and OT levels reflecting
chemical plasticity, by carrying out experiments sections treated with 1mM phenanthroline (MMP
inhibitor) or with a mixture of phenanthroline aNe\ (1 mM and 10 M, respectively) for 4 h.
OT-immunoreactive cell bodies occupied the dorsalipn of the SON in control slices (fig. 4A), wieas
vasopressin immunoreactivity was observed in nuogeoells located in the ventral and lateral pafthe
SON (fig. 4D).
Incubation with phenanthroline or phenanthrolinespNA decreased the numbers of OT- and AVP-
containing neurons (fig. 4B, 4C and 4E, 4F, respelgd, but the intensity of the fluorescent signeds
more important in the phenanthroline plus NA-indeldlaNSO than in the phenanthroline-incubated NSO

(fig. 4B, 4C and 4E, 4F).

Discussion

Chemical plasticity, as revealed by changes in & OT expression in endocrine magnocellular neyjron
has been established in the Tg8 transgenic mouskeln{idacheret al, 2002), raising questions about the
possible involvement of noradrenaline, the main aaoninergic input in the SON. We have also confirmed

the involvement of noradrenaline in the regulatidrAVP and OT expression in ax vivoexperimental
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model of mouse hypothalamic slices (Maolood, Gravigssentt al, 2007,in pres$. In the study reported
here, we investigated the possible contributionthef gelatinases MMP2 and MMP9 to the structural
plasticity observed during NA-induced chemical ptaty in the SON. We used owx vivomodel of
hypothalamic slices incubated with™I®! NA for 4 h. This concentration was chosen baseg@vious
studies carried out on brain slices, in which iratidn in a bath of Z6M NA induced an optimal
magnocellular neuron response (Daftaral, 1998; Grange-Messeet al., 2004). We also tried incubating
the slices with NA for 1 h, but no significant clgenin immunoreactivity or enzymatic activity was
observed for the MMPs tested. We therefore prebené only the significant results obtained after
incubation with NA for 4 h. We focused on the SQiecause these nuclei are known to display marked
structural plasticity under chronic physiologicairailation, such as dehydration and lactation (Hdakr et

al., 1998; Langleet al, 2002, Oliet, 2002; Theodos#s al, 2006). They also have a highly homogeneous
cellular structure, being composed exclusively aigmocellular neurons and glial cells, whereas the
paraventricular nucleus also includes parvocelloéarons.

We demonstrated that MMP-9 and MMP-2 were presemhagnocellular neurons and astrocytes of the
mouse SON, and that the activity of these enzynssragulated by NA.

Immunohistochemistry demonstrated the presenceott BIMP-9 and MMP-2 in the mouse SON under
normal conditions (in the absence of NA treatmehtleses MMPs were distributed within magnocellular
neurons and astrocytes. Double-labelling experimghowed that MMP-9 and MMP-2 colocalised with OT
and AVP magnocellular neurons and, to a lesseregegwith astrocytes identified on the basis of the
presence of the specific astrocytic intermedidtfent protein, GFAP. This result is consistenthviite
findings of a previous study describing the disttibn and expression of MMP-2 and MMP-9 in neurons
and astrocytes of the rat hippocampus (Szklarczylal, 2002). Neuronal MMP-9 appeared to be
concentrated in the perinuclear compartment of aralrcell bodies, whereas MMP-2 was distributed
throughout the perikaryon.

Four hours of NA treatment increased MMP-9 and MRIlRevels. This increase in immunoreactivity
coincided with an increase in gelatinolytic acyviThe effect of NA was abolished in the presenicthe
broad-spectrum MMP inhibitor, phenanthroline. Oesults suggest that both MMP-9 and MMIAay be

involved in triggering structural plasticity duringpradrenaline-induced chemical plasticity in theuse
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neuroendocrine hypothalamus. These endopeptidaagdenactivated and regulated directly or indisectl
by NA, triggering the proteolysis of some of the MQOmolecules present in the surroundings of
magnocellular neurons.

Our observations recall those of Briettal, (2003), who described the role of MMPs, and MRI
particular, in the noradrenaline-induced remodgllifithe ECM of rat hearts. In rat hearts, NA inggiteft
ventricle hypertrophy (Bartbt al, 2000), which is accompanied by ECM remodelliwgh high levels of
collagen I and 1l mRNA, and high levels of MMP-2tiaity (Briestet al, 2001). However, the brain ECM
is markedly different from that in other organseTéxtracellular space between neurons in adulb®tzas
no basal lamina and does not seem to contain daskical MMP-sensitive ECM proteins as laminins and
collagens (Sugitat al, 2001). However, MMP targets are available in bh&in and may be involved in
neuronal plasticity. Dystroglycan is a particulanmiteresting potential physiological target molectibr
MMP activity (probably MMP-2 or MMP-9, see Yamada al, 2001). Indeed, Kaczmarek al (2002)
showed thaf3-dystroglycan is also broken down proteolytically the rat hippocampus in response to
kainate, in a temporal pattern paralleling the éase in MMP activity, witt3-dystroglycan playing an
important role in LTP, serving as a model of neatgulasticity (Mooreet al, 2002). Zhonget al (2006)
showed that both MMP2 and MMP9 could degrade theaegllular domain oB-dystroglycan in a rat
schwannoma cell line culturf-dystroglycan associates withdystroglycan in the dystroglycan complex,
linking the ECM and the cortical cellular cytoskele. The intracellular domain @-dystroglycan binds to
the cytoplasmic protein dystrophin, which mediaigmalling by binding tax-dystrobrevin and syntrophin,
which in turn anchor signalling molecules, such reronal nitric oxide synthase (nNOS) to the
dystroglycan complex (Gradst al, 1999). As nNOS is present in the SON of mice ratsl (Vacheet al,
2003; Grange-Messeat al, 2004) and is upregulated in the rat SON by NAafge-Messertdt al.,, 2004),
the activation of MMP2 and MMP9 by NA may be meddty NO, thus identifying an NA signalling
pathway involved in the structural plasticity asated with chemical plasticity in the hypothalamo-

neurohypophyseal system.
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Legends

Figure 1:

Immunofluorescent detection of MMP-9 (A, B) and MMRC, D) in the SON from hypothalamus slices
incubated for 4 h with IM NA. A and C: Control experiment. Incubation witA increased levels of
immunoreactivity for MMP-9 and MMP-2 (B, D).

Fluorescence micrographs of hypothalamus slicewisigan situ zymography (E, F) in the SON, in control
slices (E) and after incubation for 4 h with NA (RA treatment slightly increased the intensity of
fluorescence, indicating an increase in gelatinolgttivity in the SON of NA-treated hypothalamlicss.

OC, optic chiasma, Scale bar= 20 pum.

Figure 2:

Immunolabelled sections from the SON included iitesl incubated in the presence of*180l NA.
Colocalization is shown in yellow on the mergedjgcton (C, F, I). MMP9 was colocalized not onlythvi
OT-positive neurons (C, inset) and AVP-positivdcéF, inset), but also with some astrocytic preesd(l,
inset).

Insets show boxed areas. OC: optic chiasma, Sested® pm.

Figure 3:

Immunolabelled sections from the SON included iitesl incubated in the presence of*180l NA.
Colocalization is shown in yellow on the mergedjgction (C, F, I). MMP2 was colocalized not onlythvi
OT-positive neurons (C, inset) and AVP-positivdcéF, inset), but also with some astrocytic preesd(l,
inset).

Insets show boxed areas. OC: optic chiasma, Seatedd) um.
Figure 4:

Immunohistochemical detection of OT (A, B, C) andFA(D, E, F) in the SON included in slices

incubated in the presence of 1mM phenanthrolineE)Bor 1mM phenanthroline plus 0 NA
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(C, F). Phenanthroline or phenanthroline plus Néatment decreased the numbers of OT- and
AVP-containing neurons (B, C and E, F respectivaginpared with control (A, D), but the
intensity of the fluorescent signal was more imaottin the phenanthroline plus NA-incubated
SON (C, F) than in the phenanthroline-incubated SBNE,).

OC: optic chiasma, Scale bar= 20 um.
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Des travaux précédents de notre équipe (Vachdr, &08€2) nous ont permis de proposer
deux voies de régulation de I'AVP et de I'OT parN&, une voie directevia des récepteurs
spécifiqgues aux deux hormones présents sur leemesimagnocellulaires, et une voie indirecte ou
la NA exerce son effet par I'intermédiaire d’inteamones gulatamatergique ou GABAnergiques
(Wang et al., 1998 ; Theodosis, 2002). Ainsi, muss facteurs cellulaires ou moléculaires
pourraient étre impliqués dans cette régulatiotamment le NO, les molécules de la MEC ou les
astrocytes. Cependant, jusqu’a présent, les ménasiprécis de cette régulation ne sont pas
élucidés.

Ce travail que nous avons entrepris dans la coitdie ces observations, avait pour but
de déterminer les facteurs qui seraient impliqu#ssda voie indirecte de régulation de I'AVP et
de I'OT par la NA. Nous avons ici démontré que 1® Mst un des facteurs impliqué dans la

régulation de I'expression 'AVP mais pas dansecdi I'OT.

La deuxieme partie de ce travail montre que legraes réglant la composition de la MEC
pourraient également étre impliquées dans les nsroas de la régulation exercée par la NA.

Il. Réqulation de I'expression de I’'AVP et de I'OT pala NA dans le NSO

Le systeme hypothalamo-neurohypophysaire est udeladbien adapté pour étudier la
plasticité physiologique aussi bien au niveau nelimique que structural. D’'une part, au niveau
anatomique, les neurones magnocellulaires du NS® feailement identifiables grace a leur
grande taille, et d'autre part, ils sont localigges du chiasma optique. Enfin, les seuls corps
cellulaires présents dans le NSO sont ceux desonesirmagnocellulaires. Par ailleurs, lors de
stimulations physiologiques telles que la déshydi@t, la parturition ou I'allaitement, la plastei
de ce noyau ne se limite pas a des aspects nemigales de modification de I'expression des
neurotransmetteurs mais s'accompagne d'un remagledfrgctural, mettant en jeu a la fois les

cellules gliales, la MEC et les molécules d’adhisio

Le NSO est une structure richement innervée paraféérences noradrénergiques. Ces
données anatomiques ont d’abord été mises en é@addmez le rat (Swanson et al., 1981 ; Alonso
et Assenmacher, 1984 ; Shioda et Nakai, 1992)gntigté confirmées chez la souris par Vacher et

al., (2002). Des études électrophysiologiques atmhcologiques ont démontré que la NA exerce
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un effet stimulateur non seulement sur [lactivittesd neurones magnocellulaires
vasopressinergiques ou ocytocinergiques (Willoughtgl., 1987; Kim et al., 1989 ; Faull et al.,
1993; Bealer et Crowley 1998) mais aussi sur lahgse des neuropeptides (Amstrong et al.,
1986 ; Shioda et al., 1997 ; Vacher et al., 200@ns notre modélex-vivosur tranches de souris
C3H, le traitement par la NA induit une augmentatite I'expression de 'AVP et de I'OT ainsi
gu’une augmentation des contenus cellulaires eropeptides dans les neurones magnocellulaires
vasopressinergiques et ocytocinergiques. Ces asultonfirment ceux obtenum-vivo ou
'augmentation des niveaux d’AVP ou d’OT ainsi gieeleurs ARNm sont paralleles a celle de la
NA dans le NSO (Vacher et al., 2002). L'augmentatil@ I'expression d’AVP et OT par la NA
pourrait étre due a une stimulation de la syntligésees neuropeptides ou d’'une diminution de leur
libération.

Bien que plusieurs travaux aient montré que lagwAgénéral exerce un effet stimulateur sur les
neurones vasopressinergiques des récepteurs-1 adrénergiques, elle peut également inhiber la
libération du peptidevia des récepteurs-2 et dans le cas de grandes concentrations en NA
(Armstrong et al., 1986 ; Yamashita et al., 1987jladghby et al., 1987; Leibowitz, 1990 ;
Khanna et al., 1993 ; Shioda et al., 1997). Enwieegncerne I'OT, sa modulation par la NA dans
le NSO est globalement similaire & celle de AR nombreuses études ont montré I'implication
de la NA dans le contréle de I'activité des neusoaeytocinergiques et de la sécrétion du peptide
durant le réflexe de tétée et de la parturitiona{Be et Crowley, 1999 ; Song et al., 1988 ;
Theodosis et al., 2004). La NA peut exercer untefienulateur ou inhibiteur sur la sécrétion de
I'OT selon le type de récepteur de la NA (Songletl®88). En effet, la NA pourrait dépolariser
les neurones ocytocinergiques et de ce fait, auggnéndécharge des neurones par les récepteurs
a-adrénergiques (Yamashita et al.,, 1987). De plaseftet stimulateur par la NA a été mis en
evidence en montrant que le blocage du systemalm@margique inhibe la réponse de I'OT a des
stimuli tels que la lactation, le stress, le tragmt par des opiacés ou par la cholecytokinine
(Crowley et al., 1992; Brown, 1995; Onaka, 1996}fifs le traitement pard-MPT, un inhibiteur

de synthese des catécholamines, est associée d@min@tion des contenus en AVP et OT ainsi
gu’en ARNmM-AVP et ARNm-OT dans le NSO (Vacher et 2002).
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Il. Implication du NO a la chaine de traduction dusignal de la NA dans le
NSO

Les afférences noradrénergiques contactent leonesipeptidergiques du NSO non seulement de

facon directe (Armstrong et al., 1986) mais aussinganiere indirecte via des neurones ou
interneurones glutamatergiques et GABAergiquessiAiians le NSO, un quart des terminaisons
faisant synapses sur les neurones vasopressinesgoguocytocynergiques sont glutamatergiques
(Theodosis, 2002) et presque la moitié des syngpessennent d’interneurones GABAergiques
(Oliet et Piet, 2004). Plusieurs études ont suggaeél’effet de la NA pouvrrait s’exercer a la fois
directement mais aussi indirectement sur les n@sromagnocellulaires. Par exemple, il existe un
parallélisme entre I'élévation des taux glutamate,NA et le déclenchement de la parturition
(Herbison et al., 1997). De méme, les concentrata@1GABA diminuent dans le NSO lors d’'une
hypertension artérielle déclenchée par un agonistdrénergique (Voisin et al., 1994). Dans ce
contexte, nous nous sommes intéresséaanoxyde d’'azotedont la voie d’activation est stimulée
par le glutamate, modulée par le GABA et capablehiber les neurones magnocellulaires
(Srisawat et al. 2000). En effet, plusieurs travant montré que les neurones peptidergiques du
NSO et du NPV produisent du NO (Bredt et al., 1994&cher et al., 2003 ; Grange-Messent et al.,
2004 ; Xiao et al., 2005 ; Gonzalez-Hernandez et 20006), notamment sous l'influence du
glutamate et du GABA environnant. En plus, il addéontré que le NO représente au méme titre
gue la NA, un modulateur important de l'activitésdeeurones magnocellulaires dans le NSO et
NPV (Kadowaki et al., 1994 ; Srisawat et al., 20®@Gdekaro, 2004). Ainsi, la question que nous
nous sommes posée était de savoir si la NA pouvggitler 'expression de la nNOS et de la INOS

dans les neurones magnocellulaires du NSO.

1. Effet de la NA sur I'expression de la nNOS et da INOS dans le NSO

Les résultats obtenus suite a I'application de NAdes tranches d’hypothalamus contenant
le NSO nous ont permis de mettre en évidence t'difda NA sur I'expression de la nNOS et de la
INOS. En effet, I'application par la NA conduit dés premiere heure d’application a une
augmentation de I'expression de nNOS et INOS dasscéllules magnocellulaires ainsi qu’une
augmentation de I'activité NADPH-diaphorase, enzymsponsable du recyclage du NADPH et
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dont l'activité varie de facon similaire a celle ldenNOS dans le NSO. L'immunodétection de la

eNOS a montré que cette isoforme n’est pas présantele NSO.

Une telle stimulation par la NA sur I'expressiond@OS et INOS a été déja rapportée chez le rat
(Grange-Messent et al., 2004). D’autre part, Va&al., (2003) ont montré que la NA induit la
production de NO. Cette production s’accompagneeaugmentation de la production de GMPc,
indiquant une activation de la voie NOS dans lesrarees magnocellulaires sous I'effet
d’afférences noradrénergiques. La NA pourrait agir 'expression de nNOS et iINOS via des
récepteursi-1 qui induisent une augmentation intracellulaies doncentrations du calcium, qui a
son tour induit avec la calmoduline une activati@s NOS (Canteros et al., 1996). En outre, une
activation de la NOS par le glutamati@a des récepteurs NMDA a été mise en évidence dans le
cervelet du rat (Bredt et snyder 1989; Garthwaditd.e 1989).

2. ldentification des cellules exprimant la nNOS effiNOS dans le NSO

Par une double détection immunohistochimique deiN®S ou de la INOS avec des
marqueurs cellulaires tels qu'OT, AVP, et GFAP, :i@awrons montré que les neurones exprimant
la NNOS et la INOS correspondent strictement a rdegones magnocellulaires et non a des
astrocytes et que le traitement par la NA indui¢ @mgmentation du nombre des neurones OT

exprimant la nNOS ou la iINOS, et des neurones a axfRimant la iNOS.

En effet, nos résultats montrent que les neuroresneant la NNOS sont exclusivement de nature
ocytocinergique et pas vasopressinergique. Il eomaccord avec ceux obtenus par Vacher et al.,
(2003). Or, les données de la littérature rapponee localisation partagée entre les neurones
ocytocinergiques et vasopressinergiques pour ladoneuronale de la NOS dans le NSO et le
NPV chez le rat (Grange-Messent et al., 2004; Xiaal., 2005; Gonzalez-Hernandez et al., 2006 ;
Yuan et al., 2006). Il semble donc que cette distion soit différente chez la souris. De telles
différences entre especes ont été montrées chéanester sibérien et le rat: dans le noyau
suprachiasmatique, seul un dense faisceau de fdbrde rares corps cellulaires immunopositifs
pour la NNOS ont été détectés (Reuss et al., 1288 que chez la souris, de hombreux corps
cellulaires nNOS-immunoréactifs ont été détectéarivet Morris, 1996). Chez la souris, Vacher
et al., (2003) ont montré que l'activitt NADPH-dmmpase ainsi que I'immunoréactivité de la
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NNOS du NSC est principalement localisée dans unseléaisceau de fibres. Ce résultat est en
accord avec le résultat obtenu chez la souris pamgAét Morris (1996) et chez le rat par Chen et
al., (1997).

En ce qui concerne la iNOS, nos résultats montoprd la iINOS est exclusivement
exprimée dans les neurones magnocellulaires ooygigues et vasopressinergiques. Ce résultat
est en accord avec le marquage iINOS-immunorédwif e rat (Grange-Messent et al., 2004). Ces
résultats montrent que la INOS pourrait étre expride facon contitutive sous l'influence de
signaux non immunitaires et non-inflammatoires. éifet, une étude menée par Nathan et Xie
(1994) laisse supposer que I'expression de la iNO&rait étre induite a la fois par une voie
calcium-dépendante ou calcium-indépendante, maisplication de cette double voie reste a

confirmer.
L’effet positif de la NA sur I'expression et I'agttion de la NOS dans le NSO nous a conduit a

rechercher si le NO pourrait représenter un factieudans la voie de régulation d’AVP et d’'OT

par la NA.

3. Le NO participe a la chaine de transduction duignal dans la régulation de

I'expression d’AVP mais pas celle d’OT par la NA

Afin de déterminer si le NO intervient dans la vaie signalisation de la NA dans la
régulation de I'AVP et de I'OT, nous avons traitésdranches d’hypothalamus de souris C3H
maintenues en survie par un inhibiteur de NOSL-MAME seul ou combiné avec la NA, et un
donneur de NO, le SNP. Nos résultats montrent ‘qpglication de L-NAME seul n’a aucun effet
sur les contenus des NSO en AVP. En revancheliGgtion de L-NAME combinée avec celle de
la NA supprime l'effet stimulateur de la NA, ce auiggére I'implication du NO dans I'action de
la NA sur 'AVP. Par allleurs, I'application de SNRduit une augmentation du contenu des NSO
en AVP, vérifiant ainsi que le NO stimule I'expriess d’AVP. Ces résultats sont en accord avec
plusieurs études montrant un effet modulateur destiQa sécrétion d’AVP. Yamaguchi et Hama
(2003) ont montré que I'application du SNP dangédgion antéroventrale du®™ ventricule
(AV3V) facilite la sécrétion basale d’AVP. D’autpart, Ventura et al. (2005) ont montré que le
NO a un effet stimulateur sur 'AVP en réponsehgpernatrémie. De plus, le NO agit comme un

facteur stimulateur dans la sécrétion d’AVP indydar I'hypotension (Cao et al., 1996). Par
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ailleurs, il été rapporté que le NO stimule la tdi@®n des neurotransmetteurs impliqués dans la
sécrétion d’AVP tels que les catécholamines etliéamate (Yamaguchi et Hama, 2003). Notre
étude suggere que le NO produit par les neuronegnocellulaires diffuse dans I'espace
extracellulaire et agit sur I'expression d’AVP pan mécanisme paracrine ou autocrine
indépendamment du signal GMPc puisque aucune d#tecle GMPc dans les neurones
vasopressinergiques n'a été mise en évidence (Yatha ., 2003). Le NO pourrait exercer son
effet sur les neurones vasopressinergiques viaittasylation de protéines (Terrell, 2003),

mécanisme que nous exposerons dans le paragrapaetsu

En ce qui concerne I'OT, le NO ne semble pas ietgirvdans la voie de régulation de ce
peptide par la NA puisque I'addition de L-NAME dalesmilieu d’incubation ne supprime pas
I'effet stimulateur de la NA sur le contenu de I'ODe plus, I'application de SNP n’affecte pas
non plus le contenu en OT, ce qui suggere que fésgion d’OT est indépendante du NO. Nos
résultats sont en accord avec le travail de Noratigd (2005) qui a montré qu’aucune variation de
'expression d’OT n’était observée chez des sdursck-out pour la NnNOs et la iINOS.

4. L'effet du NO est indépendant du GMPc dans la Ve de régulation de
I’AVP par la NA

Le NO est un gaz qui possede a la fois des pr@grigeé messager inter- et intra-cellulaires
(Bredt et Snyder, 1992). Il est produit a partir Ildarginine par les NO synthases (NOS), en
présence de NADPH-diaphorase.

En général le NO atteint ses cibles cellulaired#fusant dans I'environnement proche
(quelques centaines de microns). La plupart destifins physiologiques du NO proviennent de
I'activation de la guanylate cyclase soluble (G&spar conséquent, de 'augmentation des taux de
GMPc dans les cellules cibles (Murphy, 2000).

Dans notre travail, I'effet du NO ne s’exerce veaidblablement paga le GMPc puisqu'il
a été déja rapporté chez la souris que les neutAd4’ et a OT produisent du NO et qu'aucune
détection du GMPc n’a été observée dans ces neudaeher et al., 2003), contrairement a ce

qui se produit chez le rat ou les neurones vassipEgiques et ocytocinergiques expriment des
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niveaux élevés de GMPc (Stren and Zhong, 2005aull donc supposer que le NO exerce son

effet par un mécanisme alternatif.

Des cibles potentielles pour le NO autres queilVatibn de GCs ont été décrites. Tel est le
cas de I'ADP ribosyltransférase et la modulatiors d@anaux ioniques de certains neurones
centraux tels que le canal BK activated K channel), (Ahern et al., 1999 ; Terrell et al.,
2003 ; Kadekaro et al., 2006). Ahern et ses coéeqant rapporté que le NO induit une activation
du canal BK dans terminaisons axonales du lobé&pesr de I'hypophyseia un mécanisme
GMPc-indépendant. Dans les neurones, le canal BKicjpe a la répolarisation et a la
hyperpolarisation du potentiel d’action, ce quieafe la sécrétion des neurotransmetteurs
(Kaczorowski et al., 1996) et de ce fait, I'excit&® des neurones. Ainsi, I'activation de ce canal
par le NO dans les terminaisons des neurones meljmaces dans le lobe postérieur de

I’hypophyse induit une diminution de I'excitabilities terminaisons.

Un des mécanismes par lesquels les effets de NOnséati€s, est la réaction de NO avec
des résidus de cystéine des protéines (le NO réagit le groupe thiol de la cystéine), un
processus connu sous le nom de nitrosylation. lteosylation est une modification post-
traductionnelle qui affecte différentes protéingapliquées dans de nombreux processus
cellulaires. C’est un phénoméne réversible singlairla phosphorylation ou a l'acétylation pour
réguler des processus physiologiques (Stamler.,e1@97 ; Stamler et al., 2001). Ainsi, I'activité
biologique du récepteur de NMDA est régulée paB-aitrosylation déclenchée par le NO. C’est
cette premiere découverte qui a permis l'identificade plusieurs cascades dans la voie du NO
expliguant son aspect spatiotemporel (Stamler.e2@D1).

La conséquence fonctionnelle de la nitrosylationlalg@rotéine dépend de la protéine
affectée. En effet, pour certaines protéines tglle la caspase, la nitrosylation induit une
diminution de lactivité de I'enzyme, tandis que upod’autres protéines, telles que les
métalloprotéinases, la nitrosylation induit 'aetion de ces enzymes (Benhar et Stamlar 2005; Gu
et al., 2002 ; Liu et Rosenberg, 2005).
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5. Le NO impligué dans la voie de signalisation d&a NA dans la régulation
d’AVP provient de I'activité de la nNSO et de la iINDS

Le NO est synthétisé par l'activation d’'une familitenzymes, les NOS, constituée
principalement de trois isoformes, la NNOS, la eNgd$a iINOS. Dans notre étude nos résultats
montrent que le NO impliqué dans la voie de laaigation de 'AVP provient de l'activité a la
fois de la nNOS et de la iINOS. En effet, 'appiica d’un chélateur du C3 'EGTA en présence
de NA, induit une diminution de moitié du contenal IBIAVP par rapport a I'application de NA
seule dans le NSO, indiquant que les formes catistis et inductible sont a I'origine du NO
produit dans le NSO. Les formes constitutives dBGS sont la nNOS et la eNOS. Etant donné
gue nous avons montré par immunohistochimie I'absale la eNOS dans le NSO, notre résultat
suggere que la source du NO impliqué dans la ragold’AVP est produite essentiellement par la
NNOS et la INOS.

[1l. Modification de la matrice extracellulaire au cours de la plasticité

neurochimique du NSO

Les changements morphologiques des noyaux magulaseds survenant lors des
stimulations physiologiques ne se restreignentguasastrocytes et aux neurones mais affectent
également la matrice extracellulaire, les cellgéales et les molécules d’adhésion pour permettre
les réarrangements des cellules entre elles. Bel&nomenes se produisent dans le SNC au cours
du développement. Dans le systeme hypothalamo-hgpophysaire, a I'age adulte, les neurones
et les cellules gliales continuent & exprimer dedéoules a caractére juveénile, permettant cette
plasticité originale.

Les neurones magnocellulaires subissent une ptasticucturale remarquable en réponse a
des stimulations physiologiques chroniques telles I lactation et la déshydratation (Theodosis
et al., 2004 ; Theodosis et al., 2006). Cette jgiastse manifeste par la rétraction des cellules
gliales de leur position habituelle entre les deluadjacentes ou les dendrites voisins, ce qui
entraine une apposition directe des membranes bse 2002 ; Oliet et al., 2006). Dans les

conditions basales de neurosecrétion, les ternaingiaxonales des neurones magnocellulaires sont
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€galement entourées par des pieds astrocytaimepiflecytes). Lors d’une stimulation chronique,
le contact direct des terminaisons neuronales Bvkone basale des capillaires se renforce par la
rétraction des pieds pituicytaires ce qui facilibee libération intense des peptides (Miyata et
Hatton, 2002 ). Plusieurs types de molécules dsidhécellulaire telles que la NCAM, la
glycoprotéine F3 et des molécules de la MEC tealies la ténascine-C et le phosphocan ont été
mis en évidence dans I'axe hypothalamo-neurohypssihg. Ces molécules sont considérées
comme des candidats potentiels dans la plastititétarale de ce systeme (Langle et al., 2002 ;
Theodosis et al., 2004).

Les premiers travaux réalisés dans notre équipdesusouris transgénique Tg8, (lignée des
souris knock-out pour la MAO-A, principale enzyme dEgradation des monoamines) ont montré
au niveau du NSO et NPV, une importante augmemtatéeo'expression de ténascine-C dans les
astrocytes et de sa sécrétion dans le compartimemnacellulaire, indiquant par la que les

monoamines sont impliquées dans le contréle d&aktipité structurale.

Les métalloprotéinases (MMP) sont considérées condle® facteurs importants qui
contribuent a différents processus liés a la &isdéveloppement et aux pathologies du SNC
incluant la mort cellulaire et le remodelage tiage (Coussens et al., 2001). Récemment, les
neurobiologistes se sont intéressés a l'implicafiotentielle des MMPs et des TIMP dans la
neuroplasticité et les neuropathologies (Yong e2&l01). En effet, il été montré que les MMPs en
particulier la MMP2 et la MMP9 sont surexpriméesegpischémie cérébrale et quelles sont la
cause de la destruction de la barriere hématoeatigph et de la réponse neuroinflammatoire
(Planas et al., 2000). Dans le cerveau, les MMRScypent a la réponse inflammatoire ainsi
gu’'aux interactions neurones/cellules gliales, entrdlant I'activité des cytokines, des molécules
d’adhérence cellulaires (CAM) et des chimiokine&/éRa et al., 2004). D’autre part, I'activité non
contr6lée des MMPs déstabilise la MEC et altére itgeractions cellule-matrice et CAM-
cytosquelette pour induire la mort neuronale. Isgarent, I'inactivation par protéolyse d'un

facteur d’apoptose comme Fasl (ligand de Fas) &ffiets neuroprotecteurs (Ethel et al., 2002).

Dans le systéme nerveaux intact, la matrice exttdaiee n’exerce pas seulement un role
morphologique mais aussi un rdle fonctionnel. Pgengle, les MMPs, réglent I'activité
biologique des molécules de la matrice et peuvégratier des neuropeptides, notamment la
galanine (Jureus et al., 1998) et d'autre pargselhteragissent avec des facteurs trophiques

indispensables a la survie neuronale ou a la mgegiese.
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1. Expression de la MMP2 et la MMP9 et leur réqulabn par la NA dans le
NSO

La distribution et la localisation cellulaire etbsellulaire de la MMP2 et la MMP9 sont
largement illustrées dans I'hippocampe et le cetv@Vaillant et al., 1999 ; Szklarczyk et al.,
2002). Dans notre étude, nous avons montré qudertesmolécules sont également présentes dans
les noyaux magnocellulaires. Comme nous I'avona géjlligné, les noyaux magnocellulaires sont
richement innervés par les afférences noradrénezgi@t la NA exerce une action modulatrice
aussi bien sur l'activité des neurones magnocéledaque sur la synthése du peptide (Vacher et
al., 2002). Notre travail indique que la NA exeeaessi une activité régulatrice sur la structure du
noyau lui-méme puisque nous avons observé surtraleshes traitées par la NA pendant 4h une
augmentation de I'expression de la MMP2 et la MMR®1s les neurones magnocellulaires du
NSO. En effet, les MMPs pourraient étre impliqudass la plasticité structurale en dégradant la
MEC entourant les neurones magnocellulaires. Deapart 'augmentation de I'expression de la
MMP2 et la MMP9 par la NA fournit un nouvel élémemdiquant que le réle des MMPs ne se

limite pas a des aspects pathologiques.

Dans notre modelex-vivq les effets exercés par la NA sur I'expressionad®IMP2 et la
MMP9 dans le NSO sont activateurs. Un tel contd@da NA sur I'expression de la MMP2 ou la
MMP9 n’a jamais été mis en évidence auparavant danSNC. Cependant, cela a déja été
démontré dans les tissus périphériques, en paeiictddns des cas de pathologies telles que des
cellules cancéreuses. Une étude récente mené pagretal., (2006) a montré un effet stimulateur
par la NA sur I'expression de la MMP2 et la MMPMdgales cellules tumorales de carcinome
nasopharyngé. Par ailleurs, Briest et al. (2003) mantré que l'infusion de la NA dans les

ventricules cardiaques induit une augmentatioriedgiession de la MMP2.

La NA pourrait agir sur l'expression de la MMP2 k& MMP9 d'une part, par
lintermédiaire de ses récepteurs présents dansolgsu magnocellulaires : il été démontré que la
stimulation de récepteus-adrénergique induit une augmentation de I'expoess’ARNmM de
MMP2 et I'expression de la protéine dans les myexythez le rat (Menon et al., 2005). D’autre
part, la NA pourrait agir indirectementa le NO puisqu’on a déja montré que la NA stimule la
production du NO dans le NSO (article 1). Plusigtasaux ont montré I'implication du NO dans
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I'activation des MMPs et cette activation pourgzasser par la voie du GMPc ou la S-nitrosylation
(Gu et al., 2002 ; Manabe et al., 2005). De ceilf@st possible que la NA induite I'expression de
la MMP2 et la MMP9 par le NO. Il serait nécessalecréaliser des études supplémentaires pour

mieux préciser les mécanismes de régulation des /4P la NA.

2. Co-expression de la MMP2 et la MMP9 avec 'AVH!OT et la GFAP dans le
NSO

La distribution cellulaire de la MMP2 et la MMP9rdale NSO montre que ces MMP sont
exprimées par les neurones vasopressinergiquesglesnes ocytocinergiques et les astrocytes.
La signification ou l'importance de la présence ldeMMP2 et la MMP9 dans les neurones
magnocellulaires n’est pas connue. Cependant ipediable qu’elles participent a la plasticité
structurale du systéme hypothalamo-neurohypoptgsagarrangements neurone-neurone et
neurone-cellules gliale en réponse a des stimuakatahysiologiques chroniques (Theodosis et al.,
2004 ; Mueller et al., 2005 ; Monlezun et al., 2Q@atheline et al., 2006). Ces changements sont
accompagnés par la formation de synapses multigess appositions directes des neurones et la
rétraction des pieds astrocytaires. Pour expligesr réarrangements neuronaux, nous suggérons
gue la MMP2 et la MMP9 dégradent la MEC et de de facilitent le réarrangement structural. |l
a été montré la présence de la chondroitin suffad¢eoglycan (CSPG), et du phosphocan beta
dans le NSO sous forme d’un réseau péri-neurortaliades corps cellulaires d’AVP. Aprés une
semaine de déshydratation le niveau de cette nmelésti diminuée (Miyata et al., 2004). D’autre
part, il été montré que les MMP sont capablesigérer la phosphocan (Muir et al., 1994). Enfin,

il été rapporté que la dégradation de CSPG de I&£ N)Ermet une interaction libre entre les
neurones et dautre part, permet la croissance ad@smes et des dendrites dans I'espace

extracellulaire (Pizzorusso et al., 2002 ; Fox atdfson, 2002).

Dans plusieurs tissus, y compris le cerveau, lesPdNbuent un réle critigue dans la
régulation fonctionnelle et dans le remodelagecttial au cours de certaines pathologies (Yong et
al, 2001). Les conséquences du clivage protéolgtaps molécules cibles des MMPs sont variées.
En effet, il pourrait entrainer des changements des contraintes physiques de I'environnement
pericellulaire aussi que dans la signalisationieé@rant des molécules séquestrées telles que des
facteurs de croissance et des fragments bioabli#ggse et Woessner 1999).
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3. La NA augmente l'activité enzymatique de la MMP2et la MMP9 dans le
NSO

Afin de déterminer la localisation histologique l@etivité enzymatique de la MMP2 et la
MMP9 et si cette activité a été modifiée ou nonadtida plasticité neurochimique induite par la
NA, nous avons utilisé la technique de zymograjhisitu. Cette technique consiste a appliquer
sur des coupes non fixées de la gélatine (subdeat gélatinases endogenes) couplée a la
fluorescéine piégée. Lorsque les MMP des celluleert ce substrat, la fluorescence est émise
proportionnellement a I'activité protéolytique. NMP2 et la MMP9 sont actives dans des
conditions normales, et I'application de la NA pand4h induit une augmentation de I'activité
protéolytigue de ces gélatinases. De nombreux usawmt déja démontré que les MMP sont
fonctionnelles dans le cerveau adulte et que lactivité peut étre contrblée par les
neurotransmetteurs. Ainsi il a été montré que ligpfion de kainate induit une augmentation de

l'activité enzymatique de la MMP9 (Szkarczyk et aD02).

4. L’'inhibition pharmacologique de [l'activité MMP2 et MMP9 modifie
I'expression de I'AVP et de I'OT dans le NSO

Les résultats obtenus suite a I'application d’uhibiteur des MMPs, la phénanthroline,
nous ont permis de mettre en évidence une impbicate la MMP2 et la MMP9 dans la plasticité
neurochimique induit par la NA dans le NSO. Eregffapplication de la phénanthroline conduit
a une diminution de contenu en AVP et en OT dass&irones magnocellulaires. Ces résultats
indiquent que I'effet de la NA sur 'AVP et I'OT porait ére médié par la MMP2 et la MMP9.

La diminution de I'expression de I'AVP et I'OT poait étre induite soit par

'augmentation de la libération de ces neuropeptimle par une diminution de la synthése. Il serait

donc nécessaire de réaliser I'étude d’hybridatiositu afin de confirmer cette hypothese.
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Nous avons donc démontré que la MMP2 et la MMP% isliispensables dans la voie de la
régulation de I'AVP et I'OT par la NA. Le monoxydBazote est également indispensable dans
cette régulation pour les neurones AVP (article 1).

En conclusion nous résultats montrent que la giéstneurochimique pourrait impliquer
des molécules qui sont capables d’induire la m@ststructurale dans le NSO, autrement dit une
voie commune de régulation entre la plasticité oehimique et la plasticité structurale.

IV. La présence de la MMP2 et la MMP9 dans le NSO -alle un effet
spécifigue?

En dehors du systéme nerveux, le systeme MMP/TIBIPtres étudié, et il n’a suscité
I'intérét des neurobiologistes que depuis une diezal'années. En effet, ce systeme joue un rble
majeur dans différents aspects de la biologie dadmthologie du systeme nerveux. Les MMP
pourraient constituer de nouvelles cibles non gseelg thérapeutigues dans différentes
neuropathies mais aussi dans la compréhensionplg/$édologie du systeme nerveux intact.

Dans le cerveau, une plasticité structurale ettfonoelle par des synapses ne se limite pas aux
aspects pathologiques mais elle se produit égaledams des conditions physiologiques.

Récemment, Zhong et ses collaborateurs (2006) amttrén que les MMP2 et MMP9
dégradent le domaine extracellulairefddystroglycan, dans des cellules Schwann chez.l€m
phénomene a été également démontré dans I'hipp@campéponse au kainate (Kaczmarek et al.,
2002). De plus, la présence ghaytroglycan a été mise en évidence dans I'hypathabk (Zaccaria
et al., 2001). Il serait donc intéressant d’étudephénomene dans le NSO. D’autre part, Nagy et
al. (2006) ont rapporté l'implication de la MMP9rdal'apprentissage associatif dépendant de
I'hippocampe, et ils ont montré que les souris knogt pour la MMP9 présentent un déficit de
LTP. Les phénoménes LTP et LTD ont été recemmest ani évidence dans les terminaisons
glutamatergiques du NSO (Panatier et al., 200&stildonc possible que la MMP2 et la MMP9

soient impliquées dans ce phénoméne au niveau @u NS

Enfin, afin de mieux comprendre la régulation etile de ces MMPs dans le NSO, il serait

intéressant d'étudier les inhibiteurs de la MMP2aetMMP9, les TIMP en utilisant le méme
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modele animal et sous les mémes conditions expetaies. Ce travail pourrait ensuite étre
replacé dans un contexte physiologique tel queékhybratation afin de mieux comprendre la
place des MMP, des TIMP et de la MEC dans la piaétdu NSO.
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Conclusion

L’ensemble des données obtenues au cours de caltreous a permis de mettre en
évidence, d'une part, que l'effet de la NA sur pPexssion des neuropeptides magnocellulaires
hypothalamique peut s’exercer de facon indirecte ges interactions cellulaires complexes.
D’autre part, nos résultats révelent une voie dguledion commune entre la plasticité

neurochimique et la plasticité structurale.

Dans notre modelex-vivo, la NA exerce un effet stimulateur sur I'expressite I'AVP et
de I'OT dans le NSO, une structure fortement inéerpar les afférences noradrénergiques. La NA
conduit des la premiére heure a une augmentatiofexigression de nNOS et iINOS dans les
cellules magnocellulaires ainsi gu'a une augmesnatie I'activitt NADPH-diaphorase enzyme
responsable du recyclage du NADPH et dont l'adiviirie de fagcon similaire a celle de la nNOS
dans le NSO. Les neurones exprimant la nNOS eDISNorrespondent strictement a des neurones
magnocellulaires et non a des astrocytes. Ainss, ieurones exprimant la nNOS sont
exclusivement de nature ocytocinergique, tandis dee neurones exprimant la iINOS
correspondent a neurones vasopressinergiques teco®rgiques. En revanche, aucune détection
de la eNOS n’a été observée dans le NSO. Le N@ip&t la chaine de traduction du signal dans
la régulation de I'expression d’AVP mais pas degite de 'OT par la NA, et ce NO provient a la
fois de I'activité de la nNSO et de la INOS.

Une modification de la matrice extracellulaire apya au cours de la plasticité
neurochimique induite par la NA dans le NSO. Li#ste exercés par la NA sur I'expression de la
MMP2 et la MMP9 dans le NSO sont activateurs. Desptes MMPs sont exprimées dans les
neurones vasopressinergiques, ocytocinergiquearest lés astrocytes. Le blocage de l'activité de
ces MMP supprime l'effet stimulateur de la NA siexpression de 'AVP et I'OT, suggérant

limplication de ces MMPs dans la plasticité nedmauque induite par la NA.

En conclusion, notre étude a permis de mettre aedegoe I'existence de boucles de
régulation neurochimiques et structurales complexgse les afférences noradrénergiques et les
neurones magnocellulaires du NSO. Ces mécanism#entnen jeu I'ensemble des facteurs de
'environnement, notamment, les cellules glialesaeMEC, dans le but de réguler des fonctions
physiologiques contrdlées par 'AVP et I'OT. Au-deale ces phénomenes, I'étude de la plasticité
du systeme hypothalamo-neurohypophysaire peut peemgée comprendre les mécanismes de
plasticitt mis en jeu dans dautres structures bratés au cours d'autres regulations

physiologiques. Egalement, notre modéele de plaStipeut servir de point de comparaison pour

133



Conclusion

des situations ou la plasticité se manifeste ageésatteintes du systeme nerveux et ainsi permettre
de mieux comprendre les processus de régénérdtidm paration du systéme nerveux central.
Enfin, il peut permettre d'imaginer comment deséragpages » de ces mécanismes de plasticité

peuvent conduire a développer des pathologies icdesb
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oT
NNOS, INOS
MMP2, MMP9

Figure 8: Schéma de principe du mode d’action de la NA dans le NSO.

Dans le NSO, la noradrénaline (NA) active I'expression d’AVP et d'OT. Cette régulation est
directe ou indirecte via les neurones glutamatergiques ou GABAergiques ou les astrocytes. La
NA active la production de NO par les neurones magnocellulaires. En retour, le NO pourrait
moduler la libération de NA, de glutamate et de GABA, ainsi que l'activité des astrocytes. Le
NO est impliqgué dans la voie de régulation de la NA pour 'AVP mais pas dans celle de I'OT.
D’autre part, la NA stimule I'expression et I'activité de la MMP2 et de la MMP9 et ces MMPs
sont impliquées dans la voie de régulation de la NA pour 'AVP et I'OT.

135



Références bibliographiques

136



Références

A

Aguilera G. Regulation of pituitary ACTH secretidaring chronic stress. Front Neuroendocrinol.
1994 Dec;15(4):321-50.

Ahern GP, Hsu SF, Jackson MB.Direct actions ofimitxide on rat neurohypophysial K+
channels. Physiol. 1999 Oct 1;520 Pt 1:165-76.

Al-Ghoul WM, Meeker RB, Greenwood RS. Amygdala Kind alters N-methyl-D-aspartate
receptor subunit messenger RNA expression in thesupraoptic nucleus. Neuroscience. 1997
Apr;77(4):985-92.

Alonso G, Assenmacher |. Radioautographic studreshe neurohypophysial projections of the
supraoptic and paraventricular nuclei in the ratl Tissue Res. 1981;219(3):525-34.

Alonso G, Assenmacher |. Ultrastructural analysfstle noradrenergic innervation of rat
supraoptic nucleus. Neurosci Lett. 1984 Aug 24;45(45-50.

Antoni FA. Vasopressinergic control of pituitaryradocorticotropin secretion comes of age. Front
neuroendocrinolo. 1993 Apr; 14(2): 76-122.

Antonijevic 1A, Douglas AJ, Dye S, Bicknell RJ, L@i5, Russell JA. Oxytocin antagonists delay
the initiation of parturition and prolong its aaiyphase in rats. J Endocrinol. 1995 Apr;145(1):97-
103.

Antunes-Rodrigues J, de Castro M, Elias LL, Valektdd, McCann SM. Neuroendocrine control
of body fluid metabolism. Physiol Rev. 2004 Jani4(69-208.

Arevalo R, Sanchez F, Alonso JR, Carretero J, Vezdt Aijon J. NADPH-diaphorase activity in
the hypothalamic magnocellular neurosecretonyclei of the rat. Brain Res Bull. 1992
Apr;28(4):599-603.

Argiolas A, Collu M, Gessa GL, Melis MR, Serra Gheloxytocin antagonist d(CH2)5Tyr(Me)-
Orn8-vasotocin inhibits male copulatory behaviowr nats. Eur J Pharmacol. 1988 May
10;149(3):389-92.

Argiolas A, Melis MR. The role of oxytocin and thgaraventricular nucleus in the sexual
behaviour of male mammals. Physiol Behav. 2004 N&y83(2):309-17.

Armstrong WE, Gallagher MJ, Sladek CD. Noradrerergfimulation of supraoptic neuronal
activity and vasopressin release in vitro: medratiy an alpha 1-receptor. Brain Res. 1986 Feb
12;365(1):192-7.

Armstrong WE, Sladek CD, Sladek JR Jr. Charactgozaf noradrenergic control of vasopressin
release by the organ-cultured rat hypothalamo-rsyaphyseal system. Endocrinology. 1982
Jul;111(2):273-9.

Armstrong WE, Stern JE. Electrophysiological andrphological characteristics of neurons in
perinuclear zone of supraoptic nucleus. J Neuraphyi997 Nov;78(5):2427-37.

137



Références

B

Backstrom JR, Lim GP, Cullen MJ, Tokes ZA. Matrixetalloproteinase-9 (MMP-9) is
synthesized in neurons of the human hippocampussandpable of degrading the amyloid-beta
peptide (1-40). J Neurosci. 1996 Dec 15;16(24):7910

Barberis C, Mouillac B, Durroux T. .Structural bas# vasopressin/oxytocin receptor function. J
Endocrinol. 1998 Feb;156(2):223-9.

Barberis C, Mouillac B, Durroux T. Structural bas#svasopressin/oxytocin receptor function. J
Endocrinol. 1998 Feb;156(2):223-9.

Bealer SL, Crowley WR. Noradrenergic control of ttehoxytocin release during lactation in rats.
Am J Physiol. 1998 Mar;274(3 Pt 1):E453-8.

Bealer SL, Crowley WR. Stimulation of central arydtemic oxytocin release by histamine in the
paraventricular hypothalamic nucleus: evidence fm interaction with norepinephrine.
Endocrinology. 1999 Mar;140(3):1158-64.

Belenky MA, Pickard GE. Subcellular distribution 6fHT(1B) and 5-HT(7) receptors in the
mouse suprachiasmatic nucleus. J Comp Neurol. 2p09;432(3):371-88.

Belin V, Moos F. Paired recordings from supraopinc paraventricular oxytocin cells in suckled
rats: recruitment and synchronization. J Physi@®86LAug;377:369-90.

Benhar M, Stamler JS. A central role for S-nitrasigin in apoptosis. Nat Cell Biol. 2005
Jul;7(7):645-6.

Berghorn KA, Knapp LT, Hoffman GE, Sherman TG. Ilnoton of glucocorticoid receptor
expression in hypothalamic magnocellular vasopnesgiurons during chronic hypoosmolality.
Endocrinology. 1995 Feb;136(2):804-7.

Beverly JL, De Vries MG, Bouman SD, Arseneau LM.ratirenergic and GABAergic systems in
the medial hypothalamus are activated during hymeghia. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 2001 Feb;280(2):R563-9.

Bishop A, Anderson JE. NO signaling in the CNS:nfréhe physiological to the pathological.
Toxicology. 2005 Mar 15;208(2):193-205.

Bisset GW, Chowdrey HS. Control of release of vassgin by neuroendocrine reflexes. Q J Exp
Physiol. 1988 Nov;73(6):811-72.

Boersma CJ, Van Leeuwen FW.Neuron-glia interactinribe release of oxytocin and vasopressin
from the rat neural lobe: the role of opioids, otheuropeptides and their receptors. Neuroscience.
1994 Oct;62(4):1003-20.

Bondy CA, Gainer H, Russell JT. Dynorphin A inhgbind naloxone increases the electrically

stimulated release of oxytocin but not vasopredsom the terminals of the neural lobe.
Endocrinology. 1988 Apr;122(4):1321-7.

138



Références

Bondy CA, Jensen RT, Brady LS, Gainer H. Choledyaino evokes secretion of oxytocin and
vasopressin from rat neural lobe independent adraat calcium. Proc Natl Acad Sci U S A. 1989
Jul;86(13):5198-201.

Boudaba C, Di S, Tasker JG.Presynaptic noradrememggulation of glutamate inputs to
hypothalamic magnocellular neurones. J Neuroendolcr2003 Aug;15(8):803-10.

Bourque CW, Chakfe Y. Does a stretch-inactivatetionachannel integrate osmotic and
peptidergic signals? Nat Neurosci. 2000 Sep;3(9)84

Bourque CW, Voisin DL, Chakfe Y. Stretch-inactivédteation channels: cellular targets for
modulation of osmosensitivity in supraoptic neurd®g Brain Res. 2002;139:85-94.

Bredt DS, Glatt CE, Hwang PM, Fotuhi M, Dawson T8hyder SH. Nitric oxide synthase protein
and mRNA are discretely localized in neuronal papahs of the mammalian CNS together with
NADPH diaphorase. Neuron. 1991 Oct;7(4):615-24.

Bredt DS, Snyder SH. Nitric oxide, a novel neuranakssenger. Neuron. 1992 Jan;8(1):3-11.

Bredt DS, Hwang PM, Snyder SH. Localization ofinitixide synthase indicating a neural role for
nitric oxide. Nature. 1990 Oct 25;347(6295):768-70.

Bredt DS, Snyder SH. Nitric oxide mediates gluta¥latked enhancement of cGMP levels in the
cerebellum. Proc Natl Acad Sci U S A. 1989 Nov;&5(2030-3.

Brenman JE, Chao DS, Xia H, Aldape K, Bredt DS.riblibxide synthase complexed with
dystrophin and absent from skeletal muscle saraol@rnm Duchenne muscular dystrophy. Cell.
1995 Sep 8;82(5):743-52.

Breton C, Neculcea J, Zingg HH. Renal oxytocin ptoe messenger ribonucleic acid:
characterization and regulation during pregnancy enresponse to ovarian steroid treatment.
Endocrinology. 1996 Jul;137(7):2711-7.

Bridges TE, Hillhouse EW, Jones MT. The effect ajpdmine on neurohypophysial hormone
release in vivo and from the rat neural lobe angboliyalamus in vitro. J Physiol. 1976
Sep;260(3):647-66.

Briest W, Holzl A, Rassler B, Deten A, Baba HA, Zimar HG. Significance of matrix
metalloproteinases in norepinephrine-induced rentindeof rat hearts. Cardiovasc Res. 2003
Feb;57(2):379-87.

Briley EM, Lolait SJ, Axelrod J, Felder CC.The obuhvasopressin Vla receptor stimulates
phospholipase A2, phospholipase C, and phosphelipathrough activation of receptor-operated
calcium channels. Neuropeptides. 1994 Jul;27(1j463-

Brooks DP, Share L, Crofton JT. Central adrenergiechanisms in hemorrhage-induced
vasopressin secretion. Am J Physiol. 1986 Dec;2B1H:H1158-62.

Brown CH, Murphy NP, Leng G, Russell JA. Importarafenoradrenergic input in morphine

withdrawal excitation of nsupraoptic oxytocin nenes in urethane-anaesthetised rats. Adv Exp
Med Biol. 1995;395:203-4.

139



Références

Brownstein MJ, Mezey E. Multiple chemical messergarhypothalamic magnocellular neurons.
Prog Brain Res. 1986;68:161-8.

Buijs RM. The anatomical basis for the expressibareadian rhythms: the efferent projections of
the suprachiasmatic nucleus. Prog Brain Res. 1BBB;229-40

Buller KM, Day TA. Involvement of medullary catedhmine cells in neuroendocrine responses to
systemic cholecystokinin. J Neuroendocrinol. 199;8(11):819-24.

Burbach JP, De Hoop MJ, Schmale H, Richter D, DeeKIER, Ten Haaf JA, De Wied D.
Differential responses to osmotic stress of vasgineneurophysin mRNA in hypothalamic nuclei.
Neuroendocrinology. 1984 Dec;39(6):582-4.

Burbach JP, Luckman SM, Murphy D, Gainer H. Gengulaion in the magnocellular
hypothalamo-neurohypophysial system. Physiol R8012Jul;81(3):1197-267.

C

Calas A, Landry M, Roche D, Trembleau A. A modelpbEnotypic plasticity: the hypothalamo-
posthypophyseal neurons. C R Seances Soc Bidl994;188(3):187-206.

Campbell IL, Pagenstecher A. Matrix metalloproteg®gm and their inhibitors in the nervous
system: the good, the bad and the enigmatic. Trledsosci. 1999 Jul;22(7):285-7.

Canteros G, Rettori V, Genaro A, Suburo A, Gimenp WtCann SM. Nitric oxide synthase
content of hypothalamic explants: increase by niasgghrine and inactivated by NO and cGMP.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 Apr 30;93(9):4246-50

Cao L, Sun X, Shen E. Nitric oxide stimulates bttt basal and reflex release of vasopressin in
anesthetized rats. Neurosci Lett. 1996 Dec 27;2249452.

Card JP, Fitzpatrick-McElligott S, Gozes |, BaldiRalr. Localization of vasopressin-, vasoactive
intestinal polypeptide-, peptide histidine isolewei and somatostatin-mRNA in rat
suprachiasmatic nucleus. Cell Tissue Res. 1988 262y2):307-15.

Card JP, Moore RY. The suprachiasmatic nucleus@fgolden hamster: immunohistochemical
analysis of cell and fiber distribution. Neuros@en1984 Oct;13(2):415-31.

Carrazana EJ, Pasieka KB, Majzoub JA. The vasapresBNA poly(A) tract is unusually long
and increases during stimulation of vasopressire gexpression in vivo. Mol Cell Biol. 1988
Jun;8(6):2267-74.

Carter DA, Murphy D. Independent regulation of rogeptide mRNA level and poly(A) tail
length. J Biol Chem. 1989 Apr 25;264(12):6601-3.

Carter DA, Murphy D. Rapid changes in poly (A) taihgth of vasopressin and oxytocin mRNAs

form a common early component of neurohypophysesitige gene activation following
physiological stimulation. Neuroendocrinology. 19&h;53(1):1-6.

140



Références

Carter DA, Murphy D. Vasopressin mRNA in parvockdtuneurons of the rat suprachiasmatic
nucleus exhibits increased poly (A) tail lengthldaling water deprivation. Neurosci Lett. 1990
Feb 5;109(1-2):180-5.

Castel M, Gainer H, Dellmann HD. Neuronal secregystems. Int Rev Cytol. 1984;88:303-459.

Catheline G, Touquet B, Lombard MC, Poulain DA, dtiesis DT. A study of the role of neuro-
glial remodeling in the oxytocin system at lactatibleuroscience. 2006;137(1):309-16.

Chandrashekhar Y, Prahash AJ, Sen S, Gupta S, Réyaad IS.The role of arginine vasopressin
and its receptors in the normal and failing ratrbeaMol Cell Cardiol. 2003 May;35(5):495-504.

Chang C, Werb Z. The many faces of metalloproteasss growth, invasion, angiogenesis and
metastasis. Trends Cell Biol. 2001 Nov;11(11):S37-4

Chen D, Hurst WJ, Ding JM, Faiman LE, Mayer B, &t MU. Localization and characterization
of nitric oxide synthase in the rat suprachiasmaticleus: evidence for a nitrergic plexus in the
biological clock. J Neurochem. 1997 Feb;68(2):835-6

Choleris E, Gustafsson JA, Korach KS, Muglia LRfPDW, Ogawa An estrogen-dependent four-
gene micronet regulating social recognition: a gtwith oxytocin and estrogen receptor-alpha and
-beta knockout mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008/ 13;100(10):6192-7.

Christopherson KS, Bredt DS. Nitric oxide in exbi@atissues: physiological roles and disease. J
Clin Invest. 1997 Nov 15;100(10):2424-9.

Ciosek J. Vasopressin and oxytocin release aseimfied by thyrotropin-releasing hormone in
euhydrated and dehydrated rats. J Physiol Pharmi2@@? Sep;53(3):423-37.

Cisowska-Maciejewska A, Ciosek J. Galanin influeneasopressin and oxytocin release from the
hypothalamo-neurohypophysial system of salt loadats. J Physiol Pharmacol. 2005
Dec;56(4):673-88.

Clarke G, Fall CH, Lincoln DW, Merrick LP. Effectd cholinoceptor antagonists on the suckling-
induced and experimentally evoked release of oxytdr J Pharmacol. 1978 Jul;63(3):519-27.

Coussens LM, Shapiro SD, Soloway PD, Werb Z. Motiwlgain-of-function and loss-of-function
of MMPs. Transgenic and gene targeted mice. MetimlBiol. 2001;151:149-79.

Crocker SJ, Pagenstecher A, Campbell IL. The TIXgo with MMPs and more in the central
nervous system. J Neurosci Res. 2004 Jan 1;75[1):1-

Crowley RS, Insel TR, O'Keefe JA, Amico JA. Cytaptac oxytocin and vasopressin gene
transcripts decline postpartum in the hypothalaratighe lactating rat. Endocrinology. 1993
Dec;133(6):2704-10.

Crowley WR, Parker SL, Armstrong WE, Spinolo LH,o8venor CE. Neurotransmitter and

neurohormonal regulation of oxytocin secretionaatation. Ann NY Acad Sci 1992 Jun 12; 652:
286-302.

141



Références

Cui LN, Jolley CJ, Dyball RE. Electrophysiologicalvidence for retinal projections to the
hypothalamic supraoptic nucleus and its perinucteaie. J Neuroendocrinol. 1997 May;9(5):347-
53.

Cunningham ET Jr, Sawchenko PE. Anatomical spdgifiof noradrenergic inputs to the
paraventricular and supraoptic nuclei of the rapdigalamus. J Comp Neurol. 1988 Aug
1;274(1):60-76.

D

Davis LG, Arentzen R, Reid JM, Manning RW, Wolfs& Lawrence KL, Baldino F Jr.
Glucocorticoid sensitivity of vasopressin mRNA |s/én the paraventricular nucleus of the rat.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1986 Feb;83(4):1145-9.

Day TA, Randle JC, Renaud LP. Opposing alpha- atd-adrenergic mechanisms mediate dose-
dependent actions of noradrenaline on supraopsoprassin neurones in vivo. Brain Res. 1985
Dec 9;358(1-2):171-9.

Day TA, Sibbald JR. Al cell group mediates solitancleus excitation of supraoptic vasopressin
cells. Am J Physiol. 1989 Nov;257(5 Pt 2):R1020-6.

De Vente J, Hopkins DA, Markerink-Van Ittersum Mnmgon PC, Schmidt HH, Steinbusch HW.
Distribution of nitric oxide synthase and nitricide-receptive, cyclic GMP-producing structures in
the rat brain. Neuroscience. 1998 Nov;87(1):207-41.

Debiec J. Peptides of love and fear: vasopressoh @ytocin modulate the integration of
information in the amygdala. Bioessays. 2005 S€p)2869-73.

Den Ouden DT, Meinders AE. Vasopressin: physioland clinical use in patients with
vasodilatory shock: Neth J Med. 2005 Jan;63(1):4-13

Di S, Tasker JG. Dehydration-induced synaptic magt in magnocellular neurons of the
hypothalamic supraoptic nucleus. Endocrinology.2280v;145(11):5141-9.

Dierickx K, Vandesande F, de Mey J. Identificatiam,the external region of the rat median
eminence, of separate neurophysin-vasopressin emwphysin-oxytocin containing nerve fibres.
Cell Tissue Res. 1976 May 6;168(2):141-51.

Douglas AJ, Dye S, Leng G, Russell JA, Bicknell FEhdogenous opioid regulation of oxytocin
secretion through pregnancy in the rat. J Neuroemua. 1993 Jun;5(3):307-14.

Douglas AJ, Scullion S, Antonievic IA, Brown D, Ragdl J,A, Leng G. Uterine contractile activity
stimulates supraoptic neurons in term pregnant vasa noradrenergic pathway. Endocrinolo.
2001, 142; 633-644.

Duchossoy Y, Horvat JC, Stettler O. MMP-relatedagehse activity is strongly induced in scar
tissue of injured adult spinal cord and forms patysvfor ingrowing neurites. Mol Cell Neurosci.
2001 Jun;17(6):945-56.

Duncan MJ, Crafton CJ, Wheeler DL. Aging reguldddT(1B) receptors and serotonin reuptake
sites in the SCN. Brain Res. 2000 Feb 21;856(113)y2

142



Références

Du Vigneaud V, Lawler HC, Popenoe EA. Enzymaticaekgye of glycinamide from vasopressin
and a proposed structure for this pressor-antiicur®rmone of posterior pituitary. 1953a J. AM.
Chm. Soc., 75: 4881-5880.

Du Vigneaud V, Ressler C, Trippett S. The sequai@mino acids in oxytocin, with a proposal
for the structure of oxytocin. J Biol Chem. 1953&c[205(2):949-57.

E

Edwards D. Rin Metalloproteinase inhibitors in cancer therafgds Clendennin, N. J. & Appelt.
K.) 67-84 (Humana press, Inc., Totawa, New Jer2690p.

El Majdoubi M, Poulain DA, Theodosis DT. Activityegendent morphological synaptic plasticity
in an adult neurosecretory system: magnocellulgtamin neurons of the hypothalamus. Biochem
Cell Biol. 2000;78(3):317-27.

El Majdoubi M, Poulain DA, Theodosis DT. Lactatiorduced plasticity in the supraoptic nucleus
augments axodendritic and axosomatic GABAergic glathmatergic synapses: an ultrastructural
analysis using the disector method. Neuroscier2@/ Dct;80(4):1137-47.

El Majdoubi M, Poulain DA, Theodosis DT. The glut@ergic innervation of oxytocin- and
vasopressin-secreting neurons in the rat supranptieus and its contribution to lactation-induced
synaptic plasticity. Eur J Neurosci. 1996 Jul;8(3Y:7-89.

Ennis BW, Matrisian LM. Matrix degrading metallopemases. J Neurooncol. 1994;18(2):105-9.

Ethell DW, Kinloch R, Green DR. Metalloproteinaseedding of Fas ligand regulates beta-
amyloid neurotoxicity. Curr Biol. 2002 Sep 17;12(1$95-600.

Evans JJ. Oxytocin in the human--regulation of \agions and destinations. Eur J Endocrinol.
1997 Dec;137(6):559-71.

F

Falke N. Modulation of oxytocin and vasopressieask from rat neurosecretosomes: the roles of
VIP oxytocin and GABA. Neuropeptides. 1991 Mar;1)8(33-7.

Fang W, Li H, Kong L, Niu G, Gao Q, Zhou K, Zheng/Mu B. Role of matrix metalloproteinases
(MMPs) in tumor invasion and metastasis: BeijingXaege Xue Bao. 2003 Aug;35(4):441-3.

Fatar M, Stroick M, Griebe M, Hennerici M. Matrix etalloproteinases in cerebrovascular
diseases. Cerebrovasc Dis. 2005;20(3):141-51.

Faull CM, Charlton JA, Butler TJ, Baylis PH. Théeet of acute pharmacological manipulation of
central serotonin neurotransmission on osmoreglksgeretion of arginine vasopressin in the rat. J
Endocrinol. 1993 Oct;139(1):77-87.

Fenelon VS, Sieghart W, Herbison AE. Cellular lomtion and differential distribution of

GABAA receptor subunit proteins and messenger RNhin hypothalamic magnocellular
neurons. Neuroscience. 1995 Feb;64(4):1129-43.

143



Références

Fields RD, Itoh K. Neural cell adhesion moleculesctivity-dependent development and synaptic
plasticity. Trends Neurosci. 1996 Nov;19(11):473-80

Fields RL, House SB, Gainer H. Regulatory domamghe intergenic region of the oxytocin and
vasopressin genes that control their hypothalarpasHic expression in vitro. J Neurosci. 2003
Aug 27;23(21):7801-9.

Fox K, Caterson B. Neuroscience. Freeing the baim fthe perineuronal net. Science. 2002 Nov
8;298(5596):1187-9.

Furuyama T, Inagaki S, Takagi H.Localizations @ha 1 and beta 1 subunits of soluble guanylate
cyclase in the rat brain. Brain Res Mol Brain RE¥3 Dec;20(4):335-44.

G

Gainer H, Pant HC, Cohen RS. Squid optic lobe sysapnes: what can they tell us about
presynaptic protein synthesis? J Neurochem. 19983]):387-9.

Garthwaite J, Garthwaite G, Palmer RM, Moncada BIDA receptor activation induces nitric
oxide synthesis from arginine in rat brain slidesr J Pharmacol. 1989 Oct 17;172(4-5):413-6.

Gimpl G, Fahrenholz F. The oxytocin receptor syststructure, function, and regulation. Physiol
Rev. 2001 Apr;81(2):629-83.

Ginsberg SD, Hof PR, Young WG, Morrison JH. Noragmgic innervation of vasopressin- and
oxytocin-containing neurons in the hypothalamicapantricular nucleus of the macaque monkey:
guantitative analysis using double-label immunaukéemistry and confocal laser microscopy. J
Comp Neurol. 1994 Mar 22;341(4):476-91.

Giuliano F, Rampin O. Central control of erectiordats pharmacological modification. Curr Opin
Urol. 2000 Nov;10(6):629-33.

Goldbrunner RH, Bernstein JJ, Tonn JC. ECM-medigteuna cell invasion. Microsc Res
Tech. 1998 Nov 1;43(3):250-7.

Goldsmith SR, Gheorghiade M. Vasopressin antagomsheart failure. J Am Coll Cardiol. 2005
Nov 15:46(10):1785-91.

Gonzalez-Hernandez T, Afonso-Oramas D, Cruz-Murd3alroso-Chinea P, Abreu P, del Mar
Perez-Delgado M, Rancel-Torres N, del Carmen Geazal. Interleukin-6 and nitric oxide
synthase expression in the vasopressin and codploh-releasing factor systems of the rat
hypothalamus. J Histochem Cytochem. 2006 Apr;54p4»41.

Gotti S, Sica M, Viglietti-Panzica C, Panzica G.sbution of nitric oxide synthase
immunoreactivity in the mouse brain. Microsc Resi.&005 Sep;68(1):13-35.

Gottschall PE, Deb S. Regulation of matrix metalbd@inase expressions in astrocytes, microglia
and neurons. Neuroimmunomodulation. 1996 Mar-J2r33(69-75.

144



Références

Grange-Messent V, Raison D, Dugas B, Calas A. Neradine up-regulates the neuronal and the
inducible nitric oxide synthase isoforms in magrioda neurons of rat brain slices. J Neurosci
Res. 2004 Dec 1;78(5):683-90.

Gribkoff VK. Electrophysiological evidence for N-mhgl-D-aspartate excitatory amino acid
receptors in the rat supraoptic nucleus in vitreutdsci Lett. 1991 Oct 14;131(2):260-2.

Gu Z, Kaul M, Yan B, Kridel SJ, Cui J, Strongin 3mith JW, Liddington RC, Lipton SA. S-
nitrosylation of matrix metalloproteinases: signglpathway to neuronal cell death. Science. 2002
Aug 16;297(5584):1186-90.

Gundlach AL, Burazin TC, Larm JA. Distribution, rdgtion and role of hypothalamic galanin
systems: renewed interest in a pleiotropic pepaeily. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2001 Jan-
Feb;28(1-2):100-5.

H

Hatakeyama S, Kawai Y, Ueyama T, Senba E. Nitridl@synthase-containing magnocellular
neurons of the rat hypothalamus synthesize oxytanth vasopressin and express Fos following
stress stimuli. J Chem Neuroanat. 1996 Oct;11(3}561

Hatton GIl, Ho YW, Mason WT. Synaptic activation mfasic bursting in rat supraoptic nucleus
neurones recorded in hypothalamic slices. J Phys¢@3 Dec;345:297-317.

Hatton Gl. Emerging concepts of structure-functaymamics in adult brain: thkeypothalamo-
neurohypophysial system. Prog Neurobiol. 1990;348)-504.

Hatton GIl. Function-related plasticity in hypothalas. Annu Rev Neurosci. 1997;20:375-97.
Hattori Y, Shibuya I, Tanaka K, Kabashima N, Uetayémashita H. lonotropic and metabotropic
glutamate receptor agonist-induced [Ca2+]i increaseisolated rat supraoptic neurons. J
Neuroendocrinol. 1998 May;10(5):383-9.

Helmreich DL, Itoi K, Lopez-Figueroa MO, Akil H, We&on SJ. Norepinephrine-induced CRH and
AVP gene transcription within the hypothalamusfediéntial regulation by corticosterone. Brain
Res Mol Brain Res. 2001 Mar 31;88(1-2):62-73.

Hemler ME. VLA proteins in the integrin family: sttures, functions, and their role on
leukocytes. Annu Rev Immunol. 1990;8:365-400.

Herbison AE, Voisin DL, Douglas AJ, Chapman C. Reobf monoamine and excitatory amino
acid release in rat supraoptic nucleus over paidariEndocrinology. 1997 Jan;138(1):33-40.

Hernando F, Schoots O, Lolait SJ, Burbach JP. Inuhistochemical localization of the
vasopressin V1b receptor in the rat brain and taityi gland: anatomical support for its
involvement in the central effects of vasopresBimdocrinology. 2001 Apr;142(4):1659-68.

Hirasawa A, Hashimoto K, Tsujimoto G. Distributiamd developmental change of vasopressin
V1A and V2 receptor mRNA in rats. Eur J Pharmat8b4 Mar 15;267(1):71-5.

145



Références

Hirsch AT, Majzoub JA, Ren CJ, Scales KM, CreageX. ontribution of vasopressin to blood
pressure regulation during hypovolemic hypotension humans. J Appl Physiol. 1993
Nov;75(5):1984-8.

Hurbin A, Boissin-Agasse L, Orcel H, Rabie A, JdéxDesarmenien MG, Richard P, Moos FC.
The Vl1a and V1b, but not V2, vasopressin receptoeg are expressed in the supraoptic nucleus
of the rat hypothalamus, and the transcripts asergglly colocalized in the vasopressinergic
magnocellular neurons. Endocrinology. 1998 Nov;13%@701-7.

Hussy N, Bres V, Rochette M, Duvoid A, Alonso G,y@aithi G, Moos FC. Osmoregulation of
vasopressin secretion via activation of neurohypsjath nerve terminals glycine receptors by glial
taurine. J Neurosci. 2001 Sep 15;21(18):7110-6.

Hussy N, Deleuze C, Desarmenien MG, Moos FC. Osmegulation of neuronal activity: a new
role for taurine and glial cells in a hypothalameuroendocrine structure. Prog Neurobiol. 2000
Oct;62(2):113-34.

Hussy N, Deleuze C, Pantaloni A, Desarmenien MGo36. Agonist action of taurine on glycine
receptors in rat supraoptic magnocellular neuropessible role in osmoregulation. J Physiol.
1997 Aug 1;502 ( Pt 3):609-21.

Hussy N. Glial cells in the hypothalamo-neurohypapél system: key elements of the regulation
of neuronal electrical and secretory activity. PBygin Res. 2002;139:95-112.
hypertension. Brain Res. 1988 Dec;464(4):303-11.

I
Ibrahim N, Shibuya I, Kabashima N, Setiadji VS, &é&t, Yamashita H. GABAB receptor-
mediated inhibition of spontaneous action poterdiatharge in rat supraoptic neurons in vitro.

Brain Res. 1998 Nov 30;813(1):88-96.

lijima K, Ogawa T. An HRP study on the distributiah all nuclei innervating the supraoptic
nucleus in the rat brain. Acta Histochem. 1981;59{@-95.

Ingram CD, Snowball RK, Mihai R. Circadian rhythrh meuronal activity in suprachiasmatic
nucleus slices from the vasopressin-deficient Bdadro rat. Neuroscience. 1996 Nov;75(2):635-
41.

Itoi K, Jiang YQ, Iwasaki Y, Watson SJ. Regulatanechanisms of corticotropin-releasing
hormone and vasopressin gene expression in thethatpmus. J Neuroendocrinol. 2004
Apr;16(4):348-55.

J

Jaworski DM. Differential regulation of tissue ibftor of metalloproteinase mRNA expression in
response to intracranial injury. Glia. 2000 Apr30199-208.

146



Références

Jhamandas JH, Raby W, Rogers J, Buijs RM, Renaudldgonal band projection towards the
hypothalamic supraoptic nucleus: light and electmtoroscopic observations in the rat. J Comp
Neurol. 1989 Apr 1;282(1):15-23.

Jureus A, Lindgren M, Langel U, Bartfai T. Purifican of a galanin degrading 70 kDa metallo-
peptidase from bovine spinal cord. Neuropeptid®@8810ct;32(5):453-60.

K

Kaczmarek L, Lapinska-Dzwonek J, Szymczak S. Matnitalloproteinases in the adult brain
physiology: a link between c-Fos, AP-1 and remadebf neuronal connections? EMBO J. 2002
Dec 16;21(24):6643-8.

Kaczorowski GJ, Knaus HG, Leonard RJ, McManus O8rcfa ML. High-conductance calcium-
activated potassium channels; structure, pharmggpknd function. J Bioenerg Biomembr. 1996
Jun;28(3):255-67.

Kadekaro M. Nitric oxide modulation of the hypotlao-neurohypophyseal system. Braz J Med
Biol Res. 2004 Apr;37(4):441-50.

Kadekaro M, Su G, Chu R, Lei Y, Li J, Fang Nitric oxide up-regulates the expression of
calcium-dependent potassium channels in the supcaopclei and neural lobe of rats following
dehydration. Neurosci Lett. 2006 Aug 14;404(1-23%0

Kadowaki K, Kishimoto J, Leng G, Emson PC. Up-regjoin of nitric oxide synthase (NOS) gene
expression together with NOS activity in the rapdthalamo-hypophysial system after chronic salt
loading: evidence of a neuromodulatory role ofioibxide in arginine vasopressin and oxytocin
secretion. Endocrinology. 1994 Mar;134(3):1011-7.

Kahari VM, Saarialho-Kere U. Matrix metalloproteses in skin. Exp Dermatol. 1997
Oct;6(5):199-213.

Kai HS, Butler GS, Morrison CJ, King AE, Pelman GByerall CM. Utilization of a novel
recombinant myoglobin fusion protein expressiontesysto characterize the tissue inhibitor of
metalloproteinase (TIMP)-4 and TIMP-2 C-terminalntion and tails by mutagenesis. The
importance of acidic residues in binding the MMRe2Znopexin C-domain. J Biol Chem. 2002 Dec
13;277(50):48696-707.

Kakiya S, Arima H, Yokoi H, Murase T, Yambe Y, Oi¥o Effects of acute hypotensive stimuli
on arginine vasopressin gene transcription in titehypothalamus. Am J Physiol Endocrinol
Metab. 2000 Oct;279(4):E886-92.

Khanna S, Sibbald JR, Day TA. Alpha 2-adrenoceptodulation of A1 noradrenergic neuron
input to supraoptic vasopressin cells. Brain R8931Jun 4;613(1):164-7.

Khuth ST, Akaoka H, Pagenstecher A, Verlaeten OlinB&F, Giraudon P, Bernard A.

Morbillivirus infection of the mouse central nensaystem induces region-specific upregulation
of MMPs and TIMPs correlated to inflammatory cytoki expression. J Virol. 2001

Sep;75(17):8268-82.

147



Références

Kilbourn RG, Belloni P. Endothelial cell productiad nitrogen oxides in response to interferon
gamma in combination with tumor necrosis factoteileukin-1, or endotoxin. J Natl Cancer Inst.
1990 May 2;82(9):772-6.

Kim YI, Dudley CA, Moss RL. Re-evaluation of thefesfts of norepinephrine on the single-unit
activity of paraventricular neurosecretory neurdwsurosci Lett. 1989 Feb 13;97(1-2):103-10.

Kimura T, Tanizawa O, Mori K, Brownstein MJ, Okayand. Structure and expression of a human
oxytocin receptor. Nature. 1992 Apr 9;356(6369)526

Kiss A, Mikkelsen JD. Oxytocin--anatomy and funotd assignments: a minireview. Endocr
Regul. 2005 Sep;39(3):97-105.

Kita I, Yoshida Y, Nishino S. An activation of pamcellular oxytocinergic neurons in the
paraventricular nucleus in oxytocin-induced yawnggd penile erection. Neurosci Res. 2006
Apr;54(4):269-75. Epub 2006 Jan 19.

Kiyama H. & Emson PC. Evidence for coexpressionorytocin and vasopressin messenger
ribonucleic acids in magnocellular neurosecretogll: csimultaneous demonstration of two
neurophysin messenger ribonucleic acids by hylatain histochemistryJ. neuroendocrinol2:
257-259, 1990

Kjaer A, Knigge U, Rouleau A, Garbarg M, Warberg Dehydration-induced release of
vasopressin involves activation of hypothalamictéwgnergic neurons. Endocrinology. 1994a
Aug;135(2):675-81.

Kjaer A, Larsen PJ, Knigge U, Moller M, WarbergHistamine stimulates c-fos expression in
hypothalamic vasopressin-, oxytocin, and cortiqutteeleasing hormone-containing neurons.
Endocrinology. 1994b Jan;134(1):482-91.

Kjaer A, Larsen PJ, Knigge U, Warberg J. Dehydrastimulates hypothalamic gene expression
of histamine synthesis enzyme: importance for nenglocrine regulation of vasopressin and
oxytocin secretion. Endocrinology. 1995 May;1362389-97.

Kjaer A, Larsen PJ, Knigge U, Warberg J. Histangieactivation of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis. Endocrinology. 1994c Sep;135(3):11.71-

Knigge U, Willems E, Kjaer A, Jorgensen H, WarbdrgHistaminergic and catecholaminergic
interactions in the central regulation of vasopressid oxytocin secretion. Endocrinology. 1999
Aug;140(8):3713-9.

Knowles RG, Moncada S. Nitric oxide synthases immmals. Biochem J. 1994 Mar 1;298 ( Pt
2):249-58.

Knowles RG, Palacios M, Palmer RM, Moncada S. Ftionaof nitric oxide from L-arginine in
the central nervous system: a transduction mecmafas stimulation of the soluble guanylate
cyclase. Proc Natl Acad Sci U S A. 1989 Jul;86(@B)9-62.

Koesling D, Friebe A. Soluble guanylyl cyclaseusture and regulation. Rev Physiol Biochem
Pharmacol. 1999;135:41-65.

148



Références

Koesling D, Russwurm M, Mergia E, MullershauserFkebe A. Nitric oxide-sensitive guanylyl
cyclase: structure and regulation. Neurochem B@42Nov;45(6):813-9.

Kombian SB, Zidichouski JA, Pittman QJ. GABAB retmp presynaptically modulate excitatory
synaptic transmission in the rat supraoptic nucieustro. J Neurophysiol. 1996 Aug;76(2):1166-
79.

Kondo N, Arima H, Banno R, Kuwahara S, Sato |, Ofs®smoregulation of vasopressin release
and gene transcription under acute and chronic Volpmia in rats. Am J Physiol Endocrinol
Metab. 2004 Mar;286(3):E337-46. Epub 2003 Nov 12.

Kupfermann I. Functional studies of cotransmissiimysiol Rev. 1991 Jul;71(3):683-732.
L

Landgraf R, Neumann |, Schwarzberg H. Central ardpperal release of vasopressin and
oxytocin in the conscious rat after osmotic stirtiola Brain Res. 1988 Aug 9;457(2):219-25.

Landry M, Roche D, Angelova E, Calas A. Expressbmalanin in hypothalamic magnocellular
neurones of lactating rats: co-existence with vessgin and oxytocin. J Endocrinol. 1997
Dec;155(3):467-81.

Landry M, Roche D, Calas A. Short-term effects @ntcally administered galanin on the
hyperosmotically stimulated expression of vasopmess the rat hypothalamus. An in situ
hybridization and immunohistochemistry study. Neundocrinology. 1995 Apr;61(4):393-404.

Langle SL, Poulain DA, Theodosis DT. Neuronal-gteinodeling: a structural basis for neuronal-
glial interactions in the adult hypothalamus. J$tlyParis. 2002 Apr-Jun;96(3-4):169-75.

Larsen PJ, Hay-Schmidt A, Vrang N, Mikkelsen JDigrof projections from the midbrain raphe
nuclei to the hypothalamic paraventricular nuclensthe rat: a combined retrograde and
anterograde tracing study. Neuroscience. 1996 Béb;P63-88.

Laszlo FA, Varga C, Pavo |, Gardi J, Vecsernyes3dlfi M, Morschl E, Laszlo F, Makara GB.
Vasopressin pressor receptor-mediated activatidtR#A axis by acute ethanol stress in rats. Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2001 Feb;28®K2%8-65.

Lederis K, neurosecretion and functional structwfe neurohypophysis. In Handbook of
physiology, section 7. neuroendocrinology. Vol. Ipart I. the pituitary gland and its
neuroendocrine control, prt 1, American physiolagsociety, Washington DC: 81-102 1974.

Le Douarin NM. The ontogeny of the neural crestuan embryo chimaeras. Nature. 1980 Aug
14;286(5774):663-9.

Leibowitz SF, Eidelman D, Suh JS, Diaz S, Sladek. Gapping study of noradrenergic
stimulation of vasopressin release. Exp Neurol0108c;110(3):298-305.

Leng G, Caquineau C, Sabatier N. Regulation of@cigtsecretion. Vitam Horm. 2005;71:27-58.

149



Références

Leng G, Brown CH, Russell JA. Physiological pathavaggulating the activity of magnocellular
neurosecretory cells. Prog Neurobiol. 1999 Apr;5B@Eb-55.

Leng G, Yamashita H, Dyball RE, Bunting R. Electrggiological evidence for a projection from
the arcuate nucleus to the supraoptic nucleus.dseuktett. 1988 Jun 29;89(2):146-51.

Lightman SL, Young WS 3rd. Vasopressin, oxytocipnatphin, enkephalin and corticotrophin-
releasing factor mRNA stimulation in the rat. J §ibl 1987 Dec;394:23-39.

Lim GP, Russell MJ, Cullen MJ, Tokes ZA. Matrix makdproteinases in dog brains exhibiting
Alzheimer-like characteristics. J Neurochem. 199r;68(4):1606-11.

Lincoln DW, Wakerley JB. Neurosecretory activation the rat: correlation of the suckling
stimulus with the pulsatile release of oxytocifhlysiol. 1975 Feb;245(2):42P-43P.

Lindvall O, Bjorklund A, Skagerberg G. Selectivestochemical demonstration of dopamine
terminal systems in rat di- and telencephalon: reswdence for dopaminergic innervation of
hypothalamic neurosecretory nuclei. Brain Res. 13843;306(1-2):19-30.

Lipschitz DL, Crowley WR, Armstrong WE, Bealer SNeurochemical bases of plasticity in the
magnocellular oxytocin system during gestation. Egourol. 2005 Dec;196(2):210-23.

Liu YX, Gao F, Wei P, Chen XL, Gao HJ, Zou RJ, Slah Xu FH, Feng Q, Liu K, Hu ZY.
Involvement of molecules related to angiogenesisfeplysis and apoptosis in implantation in
rhesus monkey and mouse. Contraception. 2005 A@),219-62.

Liu JK, Rosenberg GA. Matrix metalloproteinases dree radicals in cerebral ischemia. Free
Radic Biol Med. 2005 Jul 1;39(1):71-80. Epub 20Q% A4.

Lo EH, Wang X, Cuzner ML. Extracellular proteolysmsbrain injury and inflammation: role for
plasminogen activators and matrix metalloproteisa3dNeurosci Res. 2002 Jul 1;69(1):1-9.

Lohmeier TE. Neurohypophysial hormones. Am J PHyRegul Integr Comp Physiol. 2003
Oct;285(4):R715-7.

Lolait SJ, O'Carroll AM, McBride OW, Konig M, MorehA, Brownstein MJ.Cloning and
characterization of a vasopressin V2 receptor assiple link to nephrogenic diabetes insipidus.
Nature. 1992 May 28;357(6376):336-9.

Lolait SJ, O'Carroll AM, Brownstein MJ. Molecularolbgy of vasopressin receptors. Ann N Y
Acad Sci. 1995 Dec 29;771:273-92.

Lowenstein CJ, Snyder SH. Nitric oxide, a noveldnic messenger. Cell. 1992 Sep 4;70(5):705-
1.

Luckman SM, Larsen PJ. Evidence for the involvenoéiitistaminergic neurones in the regulation
of the rat oxytocinergic system during pregnancg parturition. J Physiol. 1997 Jun 15;501 ( Pt
3):649-55.

Luckman SM. Fos expression within regions of theoptic area, hypothalamus and brainstem
during pregnancy and parturition. Brain Res. 195 9,669(1):115-24.

150



Références

Ludwig M, Williams K, Callahan MF, Morris M. Salbading abolishes osmotically stimulated
vasopressin release within the supraoptic nucesrosci Lett. 1996 Aug 30;215(1):1-4.

Ludwig M. Dendritic release of vasopressin and ogit. J Neuroendocrinol. 1998
Dec;10(12):881-95.

Lundberg JM. Peptide and classical transmitter meisims in the autonomic nervous system.
Arch Int Pharmacodyn Ther. 1990 Jan-Feb;303:9-19.

M

Mahata SK, Mahata M, Steiner HJ, Fischer-ColbrieARpkler H. In situ hybridization: mRNA
levels of secretogranin Il, neuropeptides and oarpeptidase H in brains of salt-loaded and
Brattleboro rats. Neuroscience. 1992;48(3):669-80.

Manabe S, Gu Z, Lipton SA. Activation of matrix rakbproteinase-9 via neuronal nitric oxide
synthase contributes to NMDA-induced retinal gamglcell death. Invest Ophthalmol Vis Sci.
2005 Dec;46(12):4747-53.

Marc S, Leiber D, Harbon S. Carbachol and oxytosimulate the generation of inositol
phosphates in the guinea pig myometrium. FEBS 18&6 May 26;201(1):9-14.

Marsais F, Calas A. Ectopic expression of non-daikeninergic tyrosine hydroxylase in rat
hypothalamic magnocellular neurons. Neuroscien@8904(1):151-61.

Marsais F, Parmentier C, Terao E, Taxi J, CalasERpression of tyrosine hydroxylase and
vasopressin in magnocellular neurons of salt-loadgdd rats. Microsc Res Tech. 2002 Jan
15;56(2):81-91.

Martin KH, Slack JK, Boerner SA, Martin CC, Parsalis Integrin connections map: to infinity
and beyond. Science. 2002 May 31;296(5573):1652-3.

Marzban F, Tweedle CD, Hatton Gl. Reevaluationhaf plasticity in the rat supraoptic nucleus
after chronic dehydration using immunogold for @omh and vasopressin at the ultrastructural
level. Brain Res Bull. 1992 May;28(5):757-66.

Mason WT, Ho YW, Hatton GIl. Axon collaterals of sapptic neurones: anatomical and
electrophysiological evidence for their existengdhe lateral hypothalamus. Neuroscience. 1984
Jan;11(1):169-82.

Mason WT. Excitation by dopamine of putative oxybecgic neurones in the rat supraoptic
nucleus in vitro: evidence for two classes of ammbusly firing neurones. Brain Res. 1983 May
9;267(1):113-21.

McCarthy MM, McDonald CH, Brooks PJ, Goldman D. Anxiolytic action of oxytocin is
enhanced by estrogen in the mouse. Physiol Bel®@é llov;60(5):1209-15.

McKinney C, Ginns EIl. Deficiency in mouse oxyto@revents milk ejection, but not fertility or
parturition. J Neuroendocrinol. 1996 Nov;8(11):883.-

151



Références

McNeill TH, Sladek JR Jr. Simultaneous monoaminstdfiuorescence and neuropeptide
immunocytochemistry: Il. Correlative distributioh @atecholamine varicosities and magnocellular
neurosecretory neurons in the rat supraoptic anavpatricular nuclei. J Comp Neurol. 1980 Oct
15;193(4):1023-33.

Meeker RB, Greenwood RS, Hayward JN. Glutamatdnésnhajor excitatory transmitter in the
supraoptic nuclei. Ann N Y Acad Sci. 1993 Jul 23&36-9.

Meeker RB, McGinnis S, Greenwood RS, Hayward JNcrdased hypothalamic glutamate
receptors induced by water deprivation. Neuroendolrgy. 1994 Nov;60 (5):477-85.

Meeker RB, Swanson DJ, Hayward JN. Light and edectnicroscopic localization of glutamate
immunoreactivity in the supraoptic nucleus of tle hypothalamus. Neuroscience. 1989;33
(1):157-67.

Meister B, Cortes R, Villar MJ, Schalling M, Hokffel. Peptides and transmitter enzymes in
hypothalamic magnocellular neurons after admintistnaof hyperosmotic stimuli: comparison
between messenger RNA and peptide/protein leveld Tissue Res. 1990 May;260 (2):279-97.

Meister B. Gene expression and chemical diversitigyipothalamic neurosecretory neurons. Mol
Neurobiol. 1993 Summer;7(2):87-110.

Menon B, Singh M, Singh K. Matrix metalloproteinasenediate beta-adrenergic receptor-
stimulated apoptosis in adult rat ventricular myesy Am J Physiol Cell Physiol. 2005
Jul;289(1):C168-76.

Mezey E, Kiss JZ. Coexpression of vasopressin aytboin in hypothalamic supraoptic neurons
of lactating rats. Endocrinology. 1991 Oct;129(8):4-20.

Michaloudi HC, el Majdoubi M, Poulain DA, PapadopmiGC, Theodosis DT. The noradrenergic
innervation of identified hypothalamic magnoceltukomata and its contribution to lactation-
induced synaptic plasticity. J Neuroendocrinol. 298n;9(1):17-23.

Minc-Golomb D, Schwartz JP. Synthesis of nitricdexin CNS glial cells. Trends Neurosci. 1993
Aug;16(8):323-8.

Miyagawa A, Okamura H, Ibata Y. Coexistence of oxyt and NADPH-diaphorase in
magnocellular neurons of the paraventricular ared sihpraoptic nuclei of the rat hypothalamus.
Neurosci Lett. 1994 Apr 25;171(1-2):13-6.

Miyata S, Nakashima T, Kiyohara T. Expression dbs-immunoreactivity in the hypothalamic
magnocellular neurons during chronic osmotic statiahs. Neurosci Lett. 1994 Jul 4;175(1-2):63-
6.

Miyata S, Hatton GIl. Activity-related, dynamic nearglial interactions in the hypothalamo-
neurohypophysial system. Microsc Res Tech. 2002.9a66(2):143-57

Miyata S, Nakatani Y, Hayashi N, Nakashima T. Mattegrading enzymes tissue plasminogen
activator and matrix metalloprotease-3 in the hlgplatmo-neurohypophysial system. Brain Res.
2005 Oct 5;1058(1-2):1-9.

152



Références

Miyata S, Akagi A, Hayashi N, Watanabe K, Oohira Activity-dependent regulation of a
chondroitin sulfate proteoglycan 6B4 phosphacanf@€fa in the hypothalamic supraoptic
nucleus. Brain Res. 2004 Aug 13;1017(1-2):163-71.

Moncada S, Palmer RM, Higgs EA. Nitric oxide: ploysgy, pathophysiology, and pharmacology.
Pharmacol Rev. 1991 Jun;43(2):109-42.

Moncada S, Higgs A. The L-arginine-nitric oxide Ipaty. N Engl J Med. 1993 Dec
30;329(27):2002-12.

Monlezun S, Ouali S, Poulain DA, Theodosis DT. Billc acid is required for active phases of
morphological plasticity of neurosecretory axongd atmeir glia. Mol Cell Neurosci. 2005
Aug;29(4):516-24.

Moos FC. GABA-induced facilitation of the periodbursting activity of oxytocin neurones in
suckled rats. J Physiol. 1995 Oct 1;488 ( Pt 1}:103

Moro MA, Cardenas A, Hurtado O, Leza JC, LizasohirRole of nitric oxide after brain
ischaemia. Cell Calcium. 2004 Sep-Oct;36(3-4):265-7

Mueller NK, Di S, Paden CM, Herman JP. Activity-e@eplent modulation of neurotransmitter
innervation to vasopressin neurons of the supraopitleus. Endocrinology. 2005 Jan;146(1):348-
54.

Muir EM, Adcock KH, Morgenstern DA, Clayton R, v@itillfried N, Rhodes K, Ellis C, Fawcett
JW, Rogers JH. Matrix metalloproteases and thelnbitors are produced by overlapping
populations of activated astrocytes. Brain Res Btain Res. 2002 Apr 30;100(1-2):103-17.

Muir D. Metalloproteinase-dependent neurite outghowithin a synthetic extracellular matrix is
induced by nerve growth factor. Exp Cell Res. 18688;210(2):243-52.

Murad F. Regulation of cytosolic guanylyl cyclasg ttric oxide: the NO-cyclic GMP signal
transduction system. Adv Pharmacol. 1994;26:19-33.

Murphy D, Levy A, Lightman S, Carter D. VasopresBINA in the neural lobe of the pituitary:
dramatic accumulation in response to salt loadiRgoc Natl Acad Sci U S A. 1989
Nov;86(22):9002-5.

Murphy G, Stanton H, Cowell S, Butler G, KnauperAtkinson S, Gavrilovic J. Mechanisms for
pro matrix metalloproteinase activation. APMIS. 29&n;107(1):38-44.

Murphy S, Simmons ML, Agullo L, Garcia A, Feinstddi, Galea E, Reis DJ, Minc-Golomb D,
Schwartz JP. Synthesis of nitric oxide in CNS giigls. Trends Neurosci. 1993 Aug;16(8):323-8.

Murphy S. Production of nitric oxide by glial cellggulation and potential roles in the CNS. Glia.
2000 Jan 1;29(1):1-13.

N

Nagase H, Woessner JF Jr. Matrix metalloproteinasBgl Chem. 1999 Jul 30;274(31):21491-4.

153



Références

Nagase H. Activation mechanisms of matrix metabboginases. Biol Chem. 1997 Mar-Apr;378(3-
4):151-60.

Nagy V, Bozdagi O, Matynia A, Balcerzyk M, Okulsk, Dzwonek J, Costa RM, Silva AJ,
Kaczmarek L, Huntley GW. Matrix metalloproteinases9required for hippocampal late-phase
long-term potentiation and memory. J Neurosci. 2686 15;26(7):1923-34.

Nathan C. Inducible nitric oxide synthase: whatetégnce does it make? J Clin Invest. 1997 Nov
15;100(10):2417-23.

Nathan C, Xie QW. Regulation of biosynthesis ofriaitoxide. J Biol Chem. 1994 May
13;269(19):13725-8.

Nomura M, Tsutsui M, Shimokawa H, Fujimoto N, UeYa Morishita T, Yanagihara N,
Matsumoto T. Effects of nitric oxide synthase isafodeletion on oxytocin and vasopressin
messenger RNA in mouse hypothalamus. Neurorep@®t Rar 15;16(4):413-7.

O

Oelkers W. Hyponatremia and inappropriate secretibwasopressin (antidiuretic hormone) in
patients with hypopituitarism. N Engl J Med. 1980gA24;321(8):492-6.

Ogier R, Tribollet E, Suarez P, Raggenbass M. lledtmotoneurons involved in sexual and
eliminative functions in the rat are powerfully éed by vasopressin and tachykinins. J Neurosci.
2006 Oct 18;26(42):10717-26.

Olchovsky D, Ezra D, Vered I, Hadani M, Shimon yn$tomatic hyponatremia as a presenting
sign of hypothalamic-pituitary disease: a syndroaieinappropriate secretion of antidiuretic
hormone (SIADH)-like glucocorticosteroid responsigendition. J Endocrinol Invest. 2005
Feb;28(2):151-6.

Oldfield BJ, Hou-Yu A, Silverman AJ. A combined ei®n microscopic HRP and
immunocytochemical study of the limbic projectiobs rat hypothalamic nuclei containing
vasopressin and oxytocin neurons. J Comp Neur8b I8n 8;231(2):221-31.

Oliet SH, Piet R, Poulain DA, Theodosis DT. Gliabdulation of synaptic transmission: Insights
from the supraoptic nucleus of the hypothalamus.@D04 Aug 15;47(3):258-67.

Oliet SH, Piet R, Poulain DA. Control of glutamatkearance and synaptic efficacy by glial
coverage of neurons. Science. 2001 May 4,;292(5928)6.

Oliet SH, Piet R. Anatomical remodelling of the mgptic nucleus: changes in synaptic and
extrasynaptic transmission. J Neuroendocrinol. 280416(4):303-7.

Oliet SH. Functional consequences of morphologiealroglial changes in the magnocellular
nuclei of the hypothalamus. J Neuroendocrinol. 20I@2;14(3):241-6

Oliet SH, Panatier A, Piet R. Functional neuronatganatomical remodelling in the
hypothalamus. Novartis Found Symp. 2006;276:238dE;ussion 248-52, 275-81.

154



Références

Oliver KR, Kinsey AM, Wainwright A, SirinathsinghfpJ. Localization of 5-ht (5A) receptor-like
immunoreactivity in the rat brain. Brain Res. 2000 9;867(1-2):131-42.

Olivenza R, Moro MA, Lizasoain |, Lorenzo P, Ferdam AP, Rodrigo J, Bosca L, Leza.JC
Chronic stress induces the expression of induciibtfee oxide synthase in rat brain cortex. J
Neurochem. 2000 Feb;74(2):785-91.

Onaka T, Luckman SM, Antonijevic |, Palmer JR, LeBg Involvement of the noradrenergic
afferents from the nucleus tractus solitarii to shgraoptic nucleus in oxytocin release after
peripheral cholecystokinin octapeptide in the Returoscience. 1995 May;66(2):403-12.

Onaka T, Palmer JR, Yagi K. A selective role ofifsgem noradrenergic neurons in oxytocin
release from the neurohypophysis following noxiaisnuli in the rat. Neurosci Res. 1996
May;25(1):67-75.

Orloff J, Handler J.The role of adenosine 3',5'g@fate in the action of antidiuretic hormone. Am
J Med. 1967 May;42(5):757-68.

Ostrowski NL, Lolait SJ, Bradley DJ, O'Carroll AByrownstein MJ, Young WS 3rd. Distribution
of V1a and V2 vasopressin receptor messenger rdbeicuacids in rat liver, kidney, pituitary and
brain. Endocrinology. 1992 Jul;131(1):533-5.

Ostrowski NL, Lolait SJ. Oxytocin receptor gene mgsion in female rat kidney. The effect of
estrogen. Adv Exp Med Biol. 1995;395:329-40.

Ostrowski NL, Young WS 3rd, Knepper MA, Lolait SBxpression of vasopressin V1a and V2
receptor messenger ribonucleic acid in the lived kidlney of embryonic, developing, and adult
rats. Endocrinology. 1993 Oct;133(4):1849-59.

Ostrowski NL, Young WS 3rd, Lolait SJ. Estrogen remses renal oxytocin receptor gene
expression. Endocrinology. 1995 Apr;136(4):1801-4.

Ozaki Y, Nomura M, Saito J, Luedke CE, Muglia LJatsumoto T, Ogawa S, Ueta Y, Pfaff DW.
Expression of the arginine vasopressin gene inorespto salt loading in oxytocin gene knockout
mice. J Neuroendocrinol. 2004 Jan;16(1):39-44.

P

Panatier A, Gentles SJ, Bourque CW, Oliet SH. Agtidependent synaptic plasticity in the
supraoptic nucleus of the rat hypothalamus. J BhyZ006 Jun 15;573(Pt 3):711-21.

Panula P, Yang HY, Costa E. Histamine-containingro®s in the rat hypothalamus. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1984 Apr;81(8):2572-6.

Parker SL, Crowley WR. Stimulation of oxytocin r&$e in the lactating rat by a central interaction
of alpha l-adrenergic and alpha-amino-3-hydroxydihylisoxazole-4-propionic acid-sensitive
excitatory amino acid mechanisms. Endocrinolog@31Bec;133(6):2855-60.

Pfeilschifter J. Signalling pathways of nitric ogicKidney Blood Press Res. 2000;23(3-5):159-61.

155



Références

Pickard GE, Smith BN, Belenky M, Rea MA, Dudek Fgllars PJ. 5-HT1B receptor-mediated
presynaptic inhibition of retinal input to the saphiasmatic nucleus. J Neurosci. 1999 May
15;19(10):4034-45.

Pirnik Z, Mravec B, Kiss A. Fos protein expressiormouse hypothalamic paraventricular (PVN)
and supraoptic (SON) nuclei upon osmotic stimubasocalization with vasopressin, oxytocin, and
tyrosine hydroxylase. Neurochem Int. 2004 Oct;45®j-607.

Pizzorusso T, Medini P, Berardi N, Chierzi S, Fattvé®V, Maffei L. Reactivation of ocular
dominance plasticity in the adult visual cortexiefce. 2002 Nov 8;298(5596):1248-51.

Planas AM, Sole S, Justicia C, Farre ER. Estimatibgelatinase content in rat brain: effect of
focal ischemia. Biochem Biophys Res Commun. 2000 3%278(3):803-7.

Poulain DA, Wakerley JB. Electrophysiology of hyjpatamic magnocellular neurones secreting
oxytocin and vasopressin. Neuroscience. 1982 Ady..713-808.

Poulain D, & Jard S. Peptides neurohypophysairessopressine et ocytocine. Dans:
Neuropeptides et neuromédiateuepelbaum J., Paris, Eds INSERM, p. 229-338, 1995.

Pow DV, Morris JF. Dendrites of hypothalamic maggitdar neurons release neurohypophysial
peptides by exocytosis. Neuroscience. 1989;32(3)913

Q

Quaranta V. Cell migration through extracellulartrixa membrane-type metalloproteinases make
the way. J Cell Biol. 2000 Jun 12;149(6):1167-70.

R

Raby WN, Renaud LP. Dorsomedial medulla stimula@ativates rat supraoptic oxytocin and
vasopressin neurones through different pathwaksiydiol. 1989 Oct;417:279-94.

Raff H. Interactions between neurohypophysial haresoand the ACTH-adrenocortical axis. Ann
N Y Acad Sci. 1993 Jul 22;689:411-25.

Randle JC, Day TA, Jhamandas JH, Bourque CW, RebBudNeuropharmacology of supraoptic
nucleus neurons: norepinephrine and gamma-aminobugcid receptors. Fed Proc. 1986
Aug;45(9):2312-7.

Reichardt LF, Tomaselli KJ. Extracellular matrix lecules and their receptors: functions in neural
development. Annu Rev Neurosci. 1991;14:531-70.

Renaud LP, Bourque CW. Neurophysiology and neunopaeology of hypothalamic
magnocellular neurons secreting vasopressin antbciry Prog Neurobiol. 1991;36(2):131-69.

Renaud LP, Cunningham JT, Nissen R, Yang CR. Hphkysiology of central pathways

controlling release of neurohypophysial hormonescuB on the lamina terminalis and diagonal
band inputs to the supraoptic nucleus. Ann N Y ASad 1993 Jul 22;689:122-32.

156



Références

Reuss S, Decker K, Rosseler L, Layes E, SchollmAy&pessert R.Nitric oxide synthase in the
hypothalamic  suprachiasmatic  nucleus of rat: ewden from histochemistry,
immunohistochemistry and western blot; and colaediion with VIP. Brain Res. 1995 Oct
16;695(2):257-62.

Richard P, Moos F, Freund-Mercier MJ. Central dfeof oxytocin. Physiol Rev. 1991
Apr;71(2):331-70.

Rinaman L, Hoffman GE, Dohanics J, Le WW, Stricke, Verbalis JG. Cholecystokinin
activates catecholaminergic neurons in the caudadiufta that innervate the paraventricular
nucleus of the hypothalamus in rats. J Comp Ne@@85 Sep 18;360(2):246-56.

Ring RH. The central vasopressinergic system: exiagithe opportunities for psychiatric drug
development. Curr Pharm Des. 2005;11(2):205-25.

Rivera S, Jourquin J, Ogier C, Bernard A, ChartonT&mblay E, Khrestchatisky M. The
MMP/TIMP system in the nervous system. Med Scii@a2004 Jan;20(1):55-60.

Robert J, Clauser ER. Vasopressin receptors: steffinction relationships and signal
transduction in target cells. J Soc Biol. 2005; 19351-9.

Robinson LJ, Martin TF. Docking and fusion in nesgoretion. Curr Opin Cell Biol. 1998
Aug;10(4):483-92.

Rosenberg GA. Matrix metalloproteinases and netlaesmmation in multiple sclerosis.
Neuroscientist. 2002 Dec;8(6):586-95.

Rozen F, Russo C, Banville D, Zingg HH. Structwiearacterization, and expression of the rat
oxytocin receptor gene. Proc Natl Acad Sci U S 293 Jan 3;92(1):200-4.

Russell JA, Leng G, Douglas AJ. The magnocelluteytacin system, the fount of maternity:
adaptations in pregnancy. Front Neuroendocrind32an;24(1):27-61.

S

Salm AK. Mechanisms of glial retraction in the hiplamo-neurohypophysial system of the rat.
Exp Physiol. 2000 Mar;85 Spec N0:197S-202S.

Samson WK, Lumpkin MD, McCann SM. Evidence for gyghblogical role for oxytocin in the
control of prolactin secretion. Endocrinology. 1986g;119(2):554-60.

Saphier D, Feldman S. Electrophysiology of suprigopgparaventricular nucleus connections in
the rat. Exp Brain Res. 1987;69(1):60-6.

Sausville E, Carney D, Battey J. The human vasspregene is linked to the oxytocin gene and is
selectively expressed in a cultured lung canceéiioel J Biol Chem. 1985 Aug 25;260(18):10236-
41.

Sawchenko PE, Swanson LW, Steinbusch HW, Verho#&tadlhe distribution and cells of origin

of serotonergic inputs to the paraventricular amgrgoptic nuclei of the rat. Brain Res. 1983 Oct
31;277(2):355-60.

157



Références

Sawchenko PE, Swanson LW. Localization, colocabrat and plasticity of corticotropin-
releasing factor immunoreactivity in rat brain. Fa@c. 1985 Jan;44(1 Pt 2):221-7.

Sawchenko PE, Swanson LW. The organization of faiabafferents to the paraventricular and
supraoptic nuclei of the rat. J Comp Neurol. 198@ A;218(2):121-44.

Sawchenko PE, Swanson LW. The organization of meretgic pathways from the brainstem to
the paraventricular and supraoptic nuclei in theBeain Res. 1982 Nov;257(3):275-325.

Saydoff JA, Rittenhouse PA, van de Kar LD, Browitfi®S. Enhanced serotonergic transmission
stimulates oxytocin secretion in conscious male. khPharmacol Exp Ther. 1991 Apr;257(1):95-9.

Scantamburlo G, Ansseau M, Legros JJ. Role of #waraiypophysis in psychological stress.
Encephale. 2001 May-Jun;27(3):245-59.

Schagen FH, Knigge U, Kjaer A, Larsen PJ, Warbertp\uolvement of histamine in suckling-
induced release of oxytocin, prolactin and adrertamgropin in lactating rats.
Neuroendocrinology. 1996 Jun;63(6):550-8.

Scharrer B, and Scharrer E. Acomparaison betweacerebralis cardiacum allatum system of
the insect and hypothalamo hypophyseal system débmtes. Neurosecretion. VI. 1944 Biol.
Bull. 87, 242-251.

Schilling K, Schmale H, Oeding P, Pilgrim C. Rediada of vasopressin expression in cultured
diencephalic neurons by glucocorticoids. Neuroendotogy. 1991 May;53(5):528-35.

Schrier R. W. Dans: Vasopressin. New york : Rat&85.

Schuman EM, Madison DV. Nitric oxide and synaptiodtion. Annu Rev Neurosci. 1994;17:153-
83.

Seiki M. Membrane-type matrix metalloproteinaseBMAS. 1999 Jan;107(1):137-43.

Sherman TG, Civelli O, Douglass J, Herbert E, WatS3d Coordinate expression of hypothalamic
pro-dynorphin and pro-vasopressin mRNAs with osmatimulation. Neuroendocrinology.
1986;44(2):222-8.

Shibuki K, Okada D. Endogenous nitric oxide releaspiired for long-term synaptic depression in
the cerebellum. Nature. 1991 Jan 24;349(6307):326-8

Shioda S, Nakai Y. Noradrenergic innervation of opaessin-containing neurons in the rat
hypothalamic supraoptic nucleus. Neurosci Lett.21.99n 22;140(2):215-8.

Shioda S, Yada T, Muroya S, Takigawa M, Nakai Yradlsenaline activates vasopressin neurons
via alphal-receptor-mediated Ca2+ signaling pathWwayirosci Lett. 1997 May 2;226(3):210-2.

Sklar AH, Schrier RW.Central nervous system medsabd vasopressin release. Physiol Rev. 1983
Oct;63(4):1243-80.

158



Références

Sladek CD, Knigge KM. Cholinergic stimulation ofsagpressin release from the rat hypothalamo-
neurohypophyseal system. Endocrinology. 1977 Aug2)0411-20.

Smith MS, Phalin CM. &Hoffman GE. Use of c-Fos exgsion to map the neuroanatomical
pathway activated by sucking stimulus: braostem hydothalamic activationSoc. Neurosci.
Abstr. 20 862, 1994.

Smithson KG, Weiss ML, Hatton GIl. Supraoptic nuslatferents from the main olfactory bulb--1.
Anatomical evidence from anterograde and retrogradgcers in rat. Neuroscience.
1989;31(2):277-87.

Sobel RA. The extracellular matrix in multiple gdsis lesions. J Neuropathol Exp Neurol. 1998
Mar;57(3):205-17.

Song SL, Crowley WR, Grosvenor CE. Evidence foolmgment of an adrenal catecholamine in
the beta-adrenergic inhibition of oxytocin releaise lactating rats. Brain Res. 1988 Aug
9;457(2):303-9.

Srisawat R, Ludwig M, Bull PM, Douglas AJ, Russil, Leng G. Nitric oxide and the oxytocin
system in pregnancy. J Neurosci. 2000 Sep 1;2@1Z)-7.

Stamler JS, Toone EJ, Lipton SA, Sucher NJ. (S)NDads: translocation, regulation, and a
consensus motif. Neuron. 1997 May;18(5):691-6.

Stamler JS, Lamas S, Fang FC. Nitrosylation. tloéopypic redox-based signaling mechanism.
Cell. 2001 Sep 21;106(6):675-83.

Steinbusch HW. Distribution of nitric oxide syntkaand nitric oxide-receptive, cyclic GMP-
producing structures in the rat brain. Neurosciett®88 Nov;87(1):207-41.

Stern JE, Hestrin S, Armstrong WE. Enhanced neamemitter release at glutamatergic synapses
on oxytocin neurones during lactation in the ra&hysiol. 2000 Jul 1;526 Pt 1:109-14.

Stern JE, Zhang W. Cellular sources, targets arpbrac of constitutive nitric oxide in the
magnocellular neurosecretory system of the rahy&iBl. 2005 Feb 1;562(Pt 3):725-44.

Sternlicht MD, Werb Z. How matrix metalloproteinagegulate cell behavior. Annu Rev Cell Dev
Biol. 2001;17:463-516.

Stupack DG, Cheresh DA. ECM remodeling regulategamenesis: endothelial integrins look for
new ligands. Sci STKE. 2002 Feb 12;2002(119):PE7.

Svane PC, Thorn NA, Richter D, Mohr E. Effect opbgsmolality on the abundance, poly(A) tail
length and axonal targeting of arginine vasopressid oxytocin mMRNASs in rat hypothalamic
magnocellular neurons. FEBS Lett. 1995 Oct 2;3736L3.

Swaab DF, Bao AM, Lucassen PJ. The stress systetheirhuman brain in depression and
neurodegeneration. Ageing Res Rev. 2005 May;4(2)94

Swanson LW, Sawchenko PE, Hypothalamic integratayganization of the paraventricular and
supraoptic nuclei. Annu. Rev. Neurosci. 6: 296-3883.

159



Références

Swanson LW, Sawchenko PE, Berod A, Hartman BK, éde{B, Vanorden DE. An
immunohistochemical study of the organization decholaminergic cells and terminal fields in
the paraventricular and supraoptic nuclei of thedtlyalamus. J Comp Neurol. 1981 Feb
20;196(2):271-85.

Swanson LW, Sawchenko PE, Wiegand SJ, Price JLar&&pneurons in the paraventricular
nucleus project to the median eminence and to theéuita or spinal cord. Brain Res. 1980 Sep
29;198(1):190-5.

Szabo C. Physiological and pathophysiological rofesitric oxide in the central nervous system.
Brain Res Bull. 1996;41(3):131-41.

Szklarczyk A, Lapinska J, Rylski M, McKay RD, Kacarek L. Matrix metalloproteinase-9
undergoes expression and activation during dendré@modeling in adult hippocampus. J
Neurosci. 2002 Feb 1;22(3):920-30.

Szot P, Bale TL, Dorsa DM. Distribution of messanB&A for the vasopressin V1a receptor in
the CNS of male and female rats. Brain Res MolBRes. 1994 Jul;24(1-4):1-10.

T

Takahashi A, Ishimaru H, Ikarashi Y, Kishi E, Maamya Y. Cholinergic input to the supraoptic
nucleus increases Fos expression and body temperatu rats. Pflugers Arch. 200la
Jun;442(3):451-8.

Takahashi A, Ishimaru H, lkarashi Y, Kishi E, Maamya Y. Hypothalamic cholinergic and
noradrenergic neurons in hyperglycemia induced bye@yglucose. Brain Res. 1994 Nov
28;665(1):13-7.

Takahashi A, Ishimaru H, lkarashi Y, Kishi E, Maamya Y. Hypothalamic cholinergic activity
and 2-deoxyglucose-induced hyperglycemia. Brain ek 1997;43(1):65-8.

Takahashi A, Ishimaru H, lkarashi Y, Kishi E, Maamya Y. Hypothalamic cholinergic activity
associated with 2-deoxyglucose-induced hyperglyaeBiain Res. 1996 Sep 23;734(1-2):116-22.

Takahashi A, Ishimaru H, lkarashi Y, Kishi E, Maamya Y. Opposite regulation of body
temperature by cholinergic input to the paraventac nucleus and supraoptic nucleus in rats.
Brain Res. 2001b Aug 3;909(1-2):102-11.

Tappaz ML, Oertel WH, Wassef M, Mugnaini E. CentesdBAergic neuroendocrine regulations:
pharmacological and morphological evidence. PragrBRes. 1982;55:77-96.

Tasker JG, Di S, Boudaba C. Functional synapticstiidy in hypothalamic magnocellular
neurons. Prog Brain Res. 2002;139:113-9.

Terrell ML, Salas N, Bui V, Summy-Long JY, Kadekdyb NO inhibition of the magnocellular

neuroendocrine system in rats is independent of BGWnaling pathway. Exp Neurol. 2003
Dec;184(2):846-56.

160



Références

Thellier D, Moos F, Richard P, Stoeckel ME. Evidentor connections between a discrete
hypothalamic dorsochiasmatic area and the sup@aptli paraventricular nuclei. Brain Res Bull.
1994;34(3):261-74.

Theodosis DT, el Majdoubi M, Gies U, Poulain DA yBiologically-linked structural plasticity of
inhibitory and excitatory synaptic inputs to oxyitocieurons. Adv Exp Med Biol. 1995;395:155-
71.

Theodosis DT, Montagnese C, Rodriguez F, Vincent Pulain DA. Oxytocin induces
morphological plasticity in the adult hypothalamednohypophysial system. Nature. 1986 Aug 21-
27;322(6081):738-40.

Theodosis DT, Piet R, Poulain DA, Oliet SH. Neulpgéal and synaptic remodeling in the adult
hypothalamus: functional consequences and roleslbfsarface and extracellular matrix adhesion
molecules. Neurochem Int. 2004 Sep;45(4):491-501.

Theodosis DT, Poulain DA. Activity-dependent newleglial and synaptic plasticity in the adult
mammalian hypothalamus. Neuroscience. 1993 Dec¢50B-35.

Theodosis DT, Trailin A, Poulain DA. Remodeling a$trocytes, a prerequisite for synapse
turnover in the adult brain? Insights from the @ system of the hypothalamus. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol. 2006 May;290(5):R1175-82

Theodosis DT. Oxytocin-secreting neurons: A physjalal model of morphological neuronal and
glial plasticity in the adult hypothalamus. FroredMoendocrinol. 2002 Jan;23(1):101-35.

Thibonnier M. & Clauser E. Vasopressin: neurohypaeh Coeur et vaisseaux. Dartdarmone,
coeur et vaisseauklittinger L, Berthezéne A., Castagne et al., RSERM, pp. 1-26, 1996.

U

Ueta Y, Levy A, Chowdrey HS, Lightman SL. Water degtion in the rat induces nitric oxide
synthase (NOS) gene expression in the hypothalgraraventricular and supraoptic nuclei.
Neurosci Res. 1995 Oct;23(3):317-9.

Uhl GR, Zingg HH, Habener JF. Vasopressin mRNA it $ybridization: localization and
regulation studied with oligonucleotide cDNA prohbesiormal and Brattleboro rat hypothalamus.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1985 Aug;82(16):5555-9.

Vv

Vaccari C, Lolait SJ, Ostrowski NL. Comparativetdimution of vasopressin V1b and oxytocin
receptor messenger ribonucleic acids in brain. Endology. 1998 Dec;139(12):5015-33.

Vacher CM, Fretier P, Creminon C, Calas A, Hardow#&et H. Activation by serotonin and

noradrenaline of vasopressin and oxytocin exprassidthe mouse paraventricular and supraoptic
nuclei. J Neurosci. 2002 Mar 1;22(5):1513-22.

161



Références

Vacher CM, Hardin-Pouzet H, Steinbusch HW, Cala®& Vente J. The effects of nitric oxide on
magnocellular neurons could involve multiple indireyclic GMP-dependent pathways. Eur J
Neurosci. 2003 Feb;17(3):455-66.

Vaillant C, Didier-Bazes M, Hutter A, Belin MF, Thasset N. Spatiotemporal expression patterns
of metalloproteinases and their inhibitors in tlestpatal developing rat cerebellum. J Neurosci.
1999 Jun 15;19(12):4994-5004.

Van den Pol AN, Wuarin JP, Dudek FE. Glutamate, doeninant excitatory transmitter in
neuroendocrine regulation. Science. 1990 Nov 3({£2®5):1276-8.

Van den Pol AN. Glutamate and aspartate immunadxégcin hypothalamic presynaptic axons. J
Neurosci. 1991 Jul;11(7):2087-101.

Van den Steen PE, Opdenakker G, Wormald MR, Dwek RAdd PM. Matrix remodelling
enzymes, the protease cascade and glycosylatiachiga Biophys Acta. 2001 Oct 3;1528(2-
3):61-73.

Van Leeuwen F, Caffe R. Vasopressin-immunoreactelebodies in the bed nucleus of the stria
terminalis of the rat. Cell Tissue Res. 1983;228&)-34

Van Tol HH, van den Buuse M, de Jong W, Burbach \JBsopressin and oxytocin gene
expression in the supraoptic and paraventriculanlems of the spontaneously hypertensive rat
(SHR) during development of hypertension. Brain.R€88 Dec;464(4):303-11.

Vandesande F, Dierickx K, De Mey J. The origin lté vasopressinergic and oxytocinergic fibres
of the external region of the median eminence efrdit hypophysis. Cell Tissue Res. 1977 Jun
13;180(4):443-52.

Vecil GG, Larsen PH, Corley SM, Herx LM, Besson@qodyer CG, Yong VW. Interleukin-1 is a
key regulator of matrix metalloproteinase-9 exp@s® human neurons in culture and following
mouse brain trauma in vivo. J Neurosci Res. 2000961 (2):212-24.

Ventura RR, Giusti-Paiva A, Gomes DA, Elias LL, Anés-Rodrigues J. Neuronal nitric oxide
synthase inhibition differentially affects oxytocand vasopressin secretion in salt loaded rats.
Neurosci Lett. 2005 May 6;379(2):75-80.

Verbalis JG, Mangione MP, Stricker EM. Oxytocin ¢gges natriuresis in rats at physiological
plasma concentrations. Endocrinology. 1991 Mar;3p8817-22.

Villar MJ, Ceccatelli S, Ronnqvist M, Hokfelt T. tdic oxide synthase increases in hypothalamic
magnocellular neurons after salt loading in the rabh immunohistochemical and in situ
hybridization study. Brain Res. 1994 May 2;644(2381.

Vincent SR, Kimura H. Histochemical mapping of witroxide synthase in the rat brain.
Neuroscience. 1992;46(4):755-84.

Voisin DL, Chapman C, Poulain DA, Herbison AE. Edellular GABA concentrations in rat
supraoptic nucleus during lactation and followingiemodynamic changes: an in vivo
microdialysis study. Neuroscience. 1994 Nov;63@j:58.

162



Références

Voisin DL, Herbison AE, Poulain DA. Central inhibry effects of muscimol and bicuculline on
the milk ejection reflex in the anaesthetized J&hysiol. 1995 Feb 15;483 ( Pt 1):211-24.

Vos CM, van Haastert ES, de Groot CJ, van der Yalée Vries HE. Matrix metalloproteinase-12
is expressed in phagocytotic macrophages in actiuétiple sclerosis lesions. Neuroimmunol.
2003 May;138(1-2):106-14.

Vrang N, Mikkelsen JD, Larsen PJ. Direct link frahe suprachiasmatic nucleus to hypothalamic
neurons projecting to the spinal cord: a combimading study using cholera toxin subunit B and
Phaseolus vulgaris-leucoagglutinin. Brain Res Bi807;44(6):671-80.

w

Wang YF, Shibuya I, Kabashima N, Setiadji VS, I135eUeta Y, Yamashita H. Inhibition of
spontaneous inhibitory postsynaptic currents (IPBZ)noradrenaline in rat supraoptic neurons
through presynaptic alpha2-adrenoceptors. Brain F&38 Oct 5;807(1-2):61-9.

Wang H, Morris JF. Presence of neuronal nitric exgynthase in the suprachiasmatic nuclei of
mouse and rat. Neuroscience. 1996 Oct;74(4):1059-68

Woessner JF, NagasseMirix Metalloproteinases and TIMPOxford Univ. Press) 2000.

Watkins WB, Choy VJ. Immunocytochemical study of thypothalamo-neurohypophysial system.
lll. Localization of oxytocin- and vasopressin-caining neurons in the pig hypothalamus. Cell
Tissue Res. 1977 Jun 13;180(4):491-503.

Whitnall MH, Gainer H, Cox BM, Molineaux CJ. Dyndnp-A-(1-8) is contained within
vasopressin neurosecretory vesicles in rat pituitacience. 1983 Dec 9;222(4628):1137-9.

Whitnall MH, Key S, Gainer H. Vasopressin-contagigind vasopressin-deficient subpopulations
of corticotropin-releasing factor axons are diffdrally affected by adrenalectomy. Endocrinology.
1987 May;120(5):2180-2.

Wiegand SJ, Price JL. Cells of origin of the affgérébers to the median eminence in the rat. J
Comp Neurol. 1980 Jul 1;192(1):1-19.

Willems E, Knigge U, Jorgensen H, Kjaer A, Warbelg Effect of selective blockade of
catecholaminergic alpha and beta receptors onnhiséainduced release of corticotropin and
prolactin. Neuroendocrinology. 1999 May;69(5):3(®R-1

Willoughby JO, Jervois PM, Menadue MF, Blessing WN@radrenaline, by activation of alpha-1-
adrenoceptors in the region of the supraoptic msgleauses secretion of vasopressin in the
unanaesthetized rat. Neuroendocrinology. 1987 N&3)4219-26.

Windle RJ, Luckman SM, Stoughton RP, Forsling MbeTeffect of pinealectomy on osmotically
stimulated vasopressin and oxytocin release angbfetsin production within the hypothalamus of
the rat. J Neuroendocrinol. 1996 Oct;8(10):747-53.

Wright JW, Harding JW. The brain angiotensin systenad extracellular matrix molecules in
neural plasticity, learning, and memory. Prog Néwb 2004 Mar;72(4):263-93.

163



Références

Wright JW, Reichert JR, Davis CJ, Harding JW. Néptasticity and the brain renin-angiotensin
system. Neurosci Biobehav Rev. 2002 Aug;26(5):529-5

X

Xiao M, Ding J, Wu L, Han Q, Wang H, Zuo G, Hu Gheldistribution of neural nitric oxide
synthase-positive cerebrospinal fluid-contactingroas in the third ventricular wall of male rats
and coexistence with vasopressin or oxytocin. BRes. 2005 Mar 21;1038(2):150-62.

Y

Yamashita H, Inenaga K, Kannan H. Depolarizing @figf noradrenaline on neurons of the rat
supraoptic nucleus in vitro. Brain Res. 1987 Mard06(2):348-52.

Yamaguchi K, Hama H. A study on the mechanism biclvisodium nitroprusside, a nitric oxide
donor, applied to the anteroventral third ventaculegion provokes facilitation of vasopressin
secretion in conscious rats. Brain Res. 2003 Ap8&i(1):35-43.

Yang QZ, Hatton GI. Nitric oxide via cGMP-dependem:chanisms increases dye coupling and
excitability of rat supraoptic nucleus neurons.elidsci. 1999 Jun 1;19(11):4270-9.

Yang EV, Bane CM, MacCallum RC, Kiecolt-Glaser Malarkey WB, Glaser R. Stress-related
modulation of matrix metalloproteinase expressibNeuroimmunol. 2002 Dec;133(1-2):144-50.

Yang QZ, Hatton GI. Histamine mediates fast symajpthibition of rat supraoptic oxytocin
neurons via chloride conductance activation. Nazieoge. 1994 Aug;61(4):955-64.

Yang EV, Sood AK, Chen M, Li Y, Eubank TD, Marsh CRwell S, Flavahan NA, Morrison C,
Yeh PE, Lemeshow S, Glaser R. Norepinephrine uplaggs the expression of vascular
endothelial growth factor, matrix metalloproteing®éMP)-2, and MMP-9 in nasopharyngeal
carcinoma tumor cells. Cancer Res. 2006 Nov 1;66(R2357-64.

Yong VW, Krekoski CA, Forsyth PA, Bell R, EdwardsRD Matrix metalloproteinases and
diseases of the CNS. Trends Neurosci. 1998 Feh;Z5¢30.

Yong VW, Power C, Forsyth P, Edwards DR. Metalldpimases in biology and pathology of the
nervous system. Nat Rev Neurosci. 2001 Jul;2(7}B02

Yong VW. The potential use of MMP inhibitors to ateCNS diseases. Expert Opin Investig
Drugs. 1999 Mar;8(3):255-68.

Yoshimura R, Kiyama H, Kimura T, Araki T, Maeno Hanizawa O, Tohyama M. Localization of
oxytocin receptor messenger ribonucleic acid in tre brain. Endocrinology. 1993
Sep;133(3):1239-46.

Yoshiyama Y, Asahina M, Hattori T. Selective distriion of matrix metalloproteinase-3 (MMP-
3) in Alzheimer's disease brain. Acta NeuropatBeir(). 2000 Feb;99(2):91-5.

Young WS 3rd, Shepard E, Amico J, Hennighausen agiér KU, LaMarca ME, McKinney C,

Ginns El. Deficiency in mouse oxytocin preventskrejection, but not fertility or parturition. J
Neuroendocrinol. 1996 Nov;8(11):847-53.

164



Références

Young WS 3rd, Warden M, Mezey E. Tyrosine hydrogglanRNA is increased by hyperosmotic
stimuli in the paraventricular and supraoptic nudkuroendocrinology. 1987 Nov;46(5):439-44.

Yu WH, Yu S, Meng Q, Brew K, Woessner JF Jr. TIMBH3ds to sulfated glycosaminoglycans of
the extracellular matrix. J Biol Chem. 2000 Oct/&@0):31226-32.

Yu KL, Tamada Y, Suwa F, Fang YR, Tang CS. Ageteglachanges in oxytocin-, arginine
vasopressin- and nitric oxide synthase-expressaugams in the supraoptic nucleus of the rat. Life
Sci. 2006 Feb 2;78(10):1143-8.

Yuan Q, Scott DE, So KF, Wu W. Developmental changfenitric oxide synthase expression in
the rat hypothalamoneurohypophyseal system. Anat Reéiscov Mol Cell Evol Biol. 2006
Jan;288(1):36-45.

Z

Zaccaria ML, Di Tommaso F, Brancaccio A, Paggi Btrieci TC. Dystroglycan distribution in
adult mouse brain: a light and electron microscstpigy. Neuroscience. 2001;104(2):311-24.

Zeevi M, Nevins JR, Darnell JE Jr. Newly formed mRMNcking polyadenylic acid enters the
cytoplasm and the polyribosomes but has a shosdiiite in the absence of polyadenylic acid.
Mol Cell Biol. 1982 May;2(5):517-25.

Zhang K, McQuibban GA, Silva C, Butler GS, Johnsi&) Holden J, Clark-Lewis |, Overall CM,
Power C. HIV-induced metalloproteinase processindn® chemokine stromal cell derived factor-
1 causes neurodegeneration. Nat Neurosci. 2008(@8);1064-71. Epub 2003 Sep 21.

Zhong, D. Saito, F. Saito, Y. Nakamura, A. ShimiZuMatsumura, K. Characterization of the
protease activity that cleaves the extracellulamaio of beta-dystroglycan. 2006. Biochem.
Biophys. Res. Commun., 345, 867-71.

Zingg HH, Lefebvre D, Almazan G. Regulation of viasassin gene expression in rat hypothalamic
neurons. Response to osmotic stimulation. J Bi@thl986 Oct 5;261(28):12956-9.

Zingg HH, Lefebvre DL. Oxytocin and vasopressingenpression during gestation and lactation.
Brain Res. 1988 Aug;464(1):1-6.

Zingg HH, Lefebvre DL. Oxytocin mRNA: increase ablpadenylate tail size during pregnancy
and lactation. Mol Cell Endocrinol. 1989 Aug;65(t5D-62.

165



