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Summary. /mmunocytochemical localization and quantitative analysis of LH, FSH and
TSH cells in the adenohypophysis of the female Muscovy duck (Cairina moschata L. ).

Two cell types have been immunocytochemically identified in the adenohypophysis of
Muscovy duck females, intact or with the left ovary removed, and killed at different times
of the annual cycle. Anti-chicken LH, anti-chicken FSH, anti-beta bovine TSH antisera and
the peroxidase anti-peroxidase (PAP) method were used.

The gonadotrophes (LH and FSH cells} were scattered in the pars distalis whereas the
thyreotrophes (TSH cells) were exclusively located in the cephalic lobe of the pituitary
gland.

All the cells were more or less stimulated by early left ovariectomy. Quantitative
analysis (diameter, surface and number of immunoreactive cells) led to a comparison of the
variations of each cell type at different times of the cycle in the controls as well as in
operated ducks.

Introduction.

Les cellules de I'adénohypophyse des QOiseaux ont d’abord été étudiées par
les techniques de colorations topographiques et histochimiques que sont le
tétrachrome de Herlant (Herlant, 1960 ; Herlant et a/., 1960) et le bleu alcian APS
(Tixier-Vidal et Benoit, 1962 : Marchand et a/., 1969 ; Marchand, 1972 ; revue
dans Tixier-Vidal et Follett, 1973) chez le Canard male. D’autre part, des études
ultrastructurales réalisées par Mikami et al. (1975), Mikami (1980), Tixier-Vidal
(1972), Tixier-Vidal et al/. {1972), revue dans Marchand (1978), ont fourni des
arguments indirects pour identifier un type cellulaire au plan morphofonctionnel.

La mise au point des techniques immunocytochimigues a permis récemment
de mieux connaitre la cytophysiologie adénohypophysaire des Oiseaux (Hansen et
Hansen, 1977 : Marchand, 1978 : Marchand et a/., 1975, 1976, 1978 ; Marchand
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et Sharp, 1977) en utilisant des anticorps dirigés contre les molécules hormonales
recherchées ; elles ont fourni des éléments directs d’identification des différents
types cellulaires de la glande pituitaire.

Dans le cadre d'une étude des causes et des conséquences de la stérilité des
Canes hybrides stériles issues du croisement Canard Pékin male x Cane de Bar-
barie (Gomot et Ardiet, 1966a, b ; Gomot et al., 1966 ; Marchand, 1972 ; Deray,
1978), nous nous sommes proposés d'établir la typologie des cellules adénohy-
pophysaires des espéces parentes, et en premier lieu de la Cane de Barbarie,
jamais étudiée a ce jour.

Les animaux ont été observés dans différents états physiologiques naturels
{cycle annuel en fonction de la photopériode) ou expérimentaux (ovariectomie
gauche). L'existence chez les Oiseaux d'une photosensibilité trés marquée au
cours du cycle saisonnier (Benoit, 1934 ; Tixier-Vidal et Assenmacher, 1961a, b ;
Tixier-Vidal et al., 1962, 1968) se répercutant par I'intermédiaire de |'hypophyse
sur le tractus génital, nous a amenés a étudier les différents aspects des cellules
adénohypophysaires au cours du cycle annuel.

L'effet de |'ovariectomie sur la cytophysiologie adénohypophysaire est un
movyen d’investigation indispensable pour repérer les cellules gonadotropes et
pour visualiser leur comportement aprés suppression du « feed back ».

Nous avons réalisé ce travail en utilisant les anticorps anti-LH totale de Pou-
let, anti-FSH de Poulet et anti-béta TSH bovine. Nous avons en méme temps
caractérisé et analysé les celiules thyréotropes dans différentes conditions physio-
logiques afin de savoir si elles répondent a I'ovariectomie.

Matériel et méthodes.

1) Les animaux. — De jeunes Canes de Barbarie a I'éclosion, obtenues
auprés d'un élevage sélectionné, sont élevées dans une animalerie climatisée,
puis, a I'état adutlte, elles sont placées dans des enclos extérieurs ou elles sont
soumises aux conditions climatiques de la région. L'étude porte sur des lots de
4 animaux.

2) Les méthodes. — L’ovariectomie gauche est réalisée 15 a 20 jours aprés
éclosion par le Prof. Gomot. Les animaux sont sacrifiés 1 a 2 ans aprés |'opéra-
tion. L’hypophyse des Canes sacrifiées par décapitation est rapidement prélevée
et fixée au Bouin Hollande subiimé durant une semaine. Aprés inclusion dans le
Paraplast, des coupes sériées sagittales de 5 microns sont préparées. A la suite du
déparaffinage et du lavage a |'eau courante, les coupes sont rincées dans la solu-
tion tampon phosphate (PBS) 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,2.

L'immunocytochimie est réalisée selon la technique qui utilise les complexes
solubles de PAP (Sternberger et al., 1970). L'anti-LH totale fraction CM2 obtenu
chez le Lapin a été fournie par le Docteur P. J. Sharp (Agriculturai Research
Council’s Poultry Research Centre, Edinburgh, Scotland) qui en a vérifié la spéci-
ficité (Sharp, 1974). L’anti-FSH de Poulet obtenue chez le Lapin a été gracieuse-
ment fournie par le Docteur S. Ishii (Department of Biology, School of Education,
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Waseda University, Shinjuku ku, Tokyo, Japan) qui en a vérifié la spécificité
(Sakai et Ishii, 1980). L’anti-béta TSH bovine a été contrdlée et fournie par le
Docteur Pierce (Department of Biological Chemistry, Los Angeles, CA 30024,
USA).

Les dilutions des immunsérums dans le tampon PBS ont été de : 1/2 000 ou
1/4 000 pour I'anti-H ; 1/1 000 ou 1/2 000 pour {'anti-FSH et 1/500 pour I'anti-
TSH. La durée de ce contact est d'une nuit a 4 °C.

Le second immunsérum est un anti-gamma globulines de Lapin obtenu chez la
Cheévre ; il est dilué au 1/60. La peroxydase anti-peroxydase obtenue chez le Lapin
est diluée au 1/200 ; la présence de la peroxydase est révélée par la diamino-
benzidine (DAB 5 mg dans 10 ml PBS + 0,01 % H,0,).

L’analyse quantitative a été réalisée a I'aide d’un analyseur d’images Kontron
MOP 3 sur photographies de grandissement 375 ou 600. Les paramétres cellulai-
res sont mesurés en um? (surface projetée) ou en um (diamétre maximal projeté).
L’étude est réalisée selon le schéma d’une distribution de population ; les résultats
sont comparés par le test de Student (Test T, Schwartz, 1963) au calculateur
Hewlett Packard.

Résultats.

Les marquages immunocytochimiques sur coupes contigués avec les diffé-
rents immunsérums utilisés montrent {fig. 1, 2, 3, PI. I) que :
— L'anti-béta TSH bovine (fig. 3, PI. 1) marque exclusivement les cellules produi-
sant la TSH qui se localisent uniquement dans le lobe céphalique de la pars dis-
talis.
— L’anti-LH totale de Poulet (fig. 1, Pl. 1) sur coupe adjacente met en évidence
une autre population cellulaire distincte des cellules TSH : ce sont les cellules
gonadotropes réparties dans les deux lobes de la glande pituitaire. L'immun-
sérum marque également les cellules révélées par I'anti-TSH et celles marquées
par 'anti-FSH ; notons toutefois qu’'une population cellulaire ne fixe que I'anti-
LH.
— L'anti-FSH de Poulet (fig. 2, Pl. 1) marque les cellules gonadotropes déja révé-
lées par I'anti-LH, mais aussi une population spécifiquement FSH positive.
L'immunocytochimie met donc en évidence deux populations cellulaires dans
I"'adénohypophyse de la Cane de Barbarie :

PLANCHE |

Coupes contigués d'adénohypophyse de Cane de Barbarie traitées en immunocytochimie par la techni-
que a la PAP (Sternberger) avec des immunsérums Fig. 1 : anti-LH totale de Poulet, Fig. 2 : anti-
FSH de Poulet, Fig. 3 : anti-3 TSH bovine.

La technique met en évidence des cellules marquées par deux immunsérums ; certaines cellules
ne sont immunoréactives que vis-a-vis d’'un immunsérum.
(Toutes les photos sont au grossissement x 600).
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1) Les cellules gonadotropes

a) Celles qui sont marquées par I'anti-LH, réparties dans les deux lobes de la
pars distalis : les cellules LH positives de la Cane de Barbarie témoin sacrifiée en
photopériode longue (5 876 cellules/mm? ; tabl. 1). Ces cellules se répartissent en
grande partie dans le lobe caudal a proximité du lobe nerveux et dans la zone ven-
trale du lobe céphalique. Elles sont de section circulaire et possédent une disposi-
tion palissadique au sein des acini (fig. 1, PL. Il ; fig. 1, PL. lll}. L'étude statistique
de cette population (fig. 1) montre que les paramétres taille et surface cellulaire
projetées sont réduits de 30 % chez V'animal examiné en photopériode longue.

TABLEAU 1
Analyse quantitative des cellules LH*, FSH* et TSH* de la Cane de Barbarie (Cairina moschata L. ).

LH FSH TSH

. Nombre D max 2> Nombre D max > Nombre D max 2

Animal /mm um S pm rm? pm S um Jmm pm S um
Témoin

sacrifié en 8,77 50,07 8,73 44,07 8,64 41,02

photopériode 532 1137 +11,2 375 e +121 % 213 1136
courte
Témoin

sacrifié en 6,90 30,42 10,51 63,66 10,49 62,25

photopériode 2878 1099 + 88 399 L1e5 +147 8 116 1155
longue

Ovariectomisé

sacrifié en 11,19 68,78 10,72 64,80 10,58  53.49
photopériode 2922 4204 4+ 131 9405 17 e 28 55 133
courte

Ovariectomisé

sacrifié en 12,09 7583 11,67 79,94 10,24 65,71
photopériode ° V2 47 +278 849 L om 101 BB 132 1180
longue

PLANCHE Il

Coupes d'adénohypophyses traitées en immunocytochimie par la technique & la PAP (Sternberger)
avec des immunsérums anti-LH totale de Poulet (Fig. 1, 2), anti-FSH de Poulet (Fig. 3, 4) et anti-
B8 TSH bovine (Fig. 5, 6), prélevées chez des Canes de Barbarie témoin (Fig. 1, 3, B) ou ovariecto-
misées (Fig. 2, 4, 6) et sacrifiées en photopériode longue.
Chez les Canes ovariectomisées, on remarque I'hypertrophie des cellules marquées par les trois
immunsérums, ainsi que I'augmentation du nombre des cellules immunoréactives (Fig. 2, 4, 6).
{Toutes les photos sont au grossissement x 600).
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FIG. 1 et 2. — Histogrammes de la distribution des cellules LH ' chez une Cane de Barbarie témoin
(Fig. 1) et ovariectomisée (Fig. 2). Photopériode courte [//J. Photopériode longue [__]

L'ovariectomie gauche de la Cane de Barbarie provogue une hypertrophie
des cellules gonadotropes entrainant I'hyperplasie de la glande (fig. 2, PL Il ;
fig. 2. PI. lll}. Le nombre de cellules LH positives chez 1’animal ovariectomisé
(5 022 cellules/mm?) représente une augmentation de 50 % par rapport au témoin
(tabl. 1). L'étude quantitative (fig. 2) met en évidence une augmentation de 40 %
de la taille et de la surface cellulaire projetées chez la Cane ovariectomisée sacri-
fiée en photopériode courte par rapport au témoin. Chez I’'animal sacrifié en pho-
topériode longue (fig. 2), le nombre de cellules n'augmente pas, la taille et la sur-
face cellulaire projetées doublent par rapport a I'animal témoin.

b) L'anti-FSH de Poulet marque les cellules gonadotropes qui se localisent
dans le lobe caudal et dans le lobe céphalique de I'adénohypophyse de la Cane de
Barbarie. Le nombre de cellules FSH immunoréactives de la Cane témoin sacrifiée
en photopériode longue (3 379 cellules/mm?) n‘augmente pas par rapport a I'ani-
mal témoin sacrifié¢ en photopériode courte (3 725 cellules/mm?2). L'étude quan-

PLANCHE Iii

Coupes d‘adénohypophyses traitées en immunocytochimie par la technique a la PAP (Sternberger)
avec des anti-LH totale de Poulet (Fig. 1 et 2), anti-FSH de Poulet (Fig. 3 et 4) et anti-3 TSH
bovine (Fig. 5 et 6), prélevées chez des Canes de Barbarie témoin (Fig. 1, 3, 5) ou ovariectomi-
sées (Fig. 2, 4, 6) et sacrifiées en photopériode courte.

Chez les Canes ovariectomisées, on note I’hyperactivation des cellules marquées par les immunsé-
rums anti-LH, anti-FSH et anti-TSH (Fig. 2, 4, 6).
(Toutes les photos sont au grossissement x 600).
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titative (fig. 3) montre que la taille et la surface cellulaire projetées augmen-
tent durant la photopériode longue chez la Cane témoin.

L'ovariectomie gauche de la Cane de Barbarie entraine une hypertrophie des
cellules FSH immunoréactives, ainsi que I'hyperplasie de la glande pituitaire
(fig. 4, PL. 1l ; fig. 4, PL. lll). Le nombre de cellules FSH positives chez la Cane
ovariectomisée (tabl. 1) en photopériode courte {5 405 cellules/mm?2} augmente
de 50 % par rapport au témoin. En photopériode longue (6 429 cellules/mm?),
‘augmentation est de 100 % par rapport a la Cane témoin et de 25 % par rapport
a l'animal ovariectomisé sacrifié en photopériode courte (fig. 4). Les paramétres
taille et surface cellulaire projetés augmentent respectivement de 25 % en photo-
période courte et de 10 % en photopériode longue par rapport a I'animal témoin
(tabl. 1).

% ® Cellules FSH*
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FIG. 3 et 4. — Histogrammes de la distribution des cellules FSH™ chez une Cane de Barbarie témoin
(Fig. 3) et ovariectomnisée (Fig. 4). Photopériode courte{ /7] Photopériode longue ]

2} Les cellules thyréotropes.

L’anti-béta TSH bovine, du fait de sa spécificit¢é immunologique, marque
exclusivement les cellules thyréotropes qui se localisent dans le lobe céphalique
de la pars distalis de I'hypophyse de la Cane de Barbarie. Chez la Cane
témoin, en photopériode courte, le nombre de cellules TSH immunoréactives
{64 cellules/mm?2) est inférieur a celui observé durant la période longue
{178 cellules/mm?) (tabl. 1). Les paramétres taille et surface cellulaire projetées
sont réduits durant cette photopériode (20 a 30 %).

L’ovariectomie s'accompagne d'une augmentation du nombre de cellules
TSH immunoréactives (tabl. 1) chez les Canes sacrifiées en photopériode longue
ou courte. Aprés ovariectomie, il n‘existe pas de différence significative (test T)
entre les paramétres cellulaires mesurés aux deux photopériodes.
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FIG. 5 et 6. — Histogrammes de la distribution des cellules TSH* chez une Cane de Barbarie témoin
(Fig. B) et ovariectomisée {Fig. 6). Photopériode courte [Z7]. Photopériode longue [___]

Discussion - conclusion.

Notre travail a permis de révéler, d’une part les cellules thyréotropes locali-
sées exclusivement dans le lobe céphalique, et d’autre part les cellules gonadotro-
pes LH/FSH qui se localisent dans les deux lobes de la glande pituitaire de la
Cane de Barbarie. Ces cellules ont été mises en évidence en utilisant des anti-
corps dirigés contre les hormones ou parties d’hormones qu’elles élaborent. Seu-
les les cellules contenant des grains de sécrétion sont immunoréactives ; les cellu-
les actives, mais vidées de leur contenu, ne sont pas visualisables. Rappelons que
les hormones gonadotropes LH, FSH et thyréotropes des Vertébrés constituent
une méme famille de glycoprotéines (Fontaine, 1967). Les hormones gonadotro-
pes ont été isolées et purifiées chez de nombreuses espéces d'QOiseaux, chez le
Poulet {Stockeil-Hartree et Cunningham, 1969 ; Scanes et Follett, 1972 ; Furuya
et Ishii, 1974 ; Sakai et Ishii, 1980), chez la Dinde (Farmer et al., 1975 ; Burke et
al., 1979), chez le Canard (Licht et a/., 1977 ; Licht et Bona-Gallo, 1978), chez
I’Autruche (Papkoff et a/., 1982 ; Bona-Gallo et al., 1983 ; Licht et al., 1983).

Ces travaux montrent que ces glycoprotéines sont composées de deux sous-
unités distinctes : alpha et béta. La sous-unité alpha est identigue biochimique-
ment dans les trois hormones, mais I'activité hormonale spécifique dépend de la
sous-unité béta qui différe dans les trois hormones. Par ailleurs, la parenté biochi-
migque entre les gonadotrophines aviaires et les hormones de Mammiféres semble
bien établie (Papkoff et al., 1982 ; Bona-Gallo et al., 1983 ; Licht et al., 1983).
Ceci étant, nous sommes en mesure de penser que l'anti-béta TSH bovine que
nous utilisons révele de maniére spécifique les cellules thyréotropes de I'adénohy-
pophyse de la Cane de Barbarie.
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D’autre part, les anti-LH totale et anti-FSH totale de Poulet marquent prin-
cipalement les cellules gonadotropes. Par ailleurs, chez les Oiseaux et chez la
Cane en particulier (Sharp, 1974 ; Marchand et Bugnon, 1972 ; revue dans Mar-
chand, 1978 ; Sharp et al., 1979 ; Mikami, 1980), les cellules thyréotropes sont
toujours et exclusivement localisées dans la partie rostrale de la glande pituitaire.
Donc, lorsque nous révélons des cellules immunoréactives vis-a-vis de I'anti-LH
et/ou de l'anti-FSH dans la zone caudale de la glande totalement dépourvue de
cellules thyréotropes, nous pouvons affirmer que ces cellules ne sont pas des
thyréotropes, mais bien des cellules gonadotropes LH et/ou FSH. Cet avantage
d’une localisation topographique préférentielle compense le défaut des anticorps
totaux qui peuvent marquer a la fois les cellules gonadotropes et les cellules
thyréotropes.

Nous pouvons conclure que les cellules thyréotropes du lobe céphalique et
les cellules gonadotropes du lobe caudal forment deux populations cellulaires dis-
tinctes et numériguement bien séparées. Notre analyse révéle bien les fluctuations
cellulaires en fonction des différents états physiologiques. Dans ces conditions,
nous pouvons analyser I'effet de la photopériode et I'effet de I'ovariectomie.

a) La photopériode longue (avril-septembre) s’accompagne, chez les Canes
témoins, d’'une augmentation importante du nombre de cellules LH immunoréacti-
ves et de cellules TSH immunoréactives : le nombre de cellules FSH immunoréac-
tives est inchangé. La taille et la surface cellulaire projetées des cellules TSH et
FSH immunoréactives augmentent au cours de cette période lumineuse. Chez les
animaux ovariectomisés, nous constatons I'augmentation importante du nombre
de cellules gonadotropes et thyréotropes ainsi que des paramétres cellulaires
mesurés, exception faite des cellules TSH positives.

b) A I'instar de ce qui est observé aprés castration chez le Canard male (Mar-
chand, 1978), I'ovariectomie entraine |'hyperplasie de I'adénohypophyse de la
Cane de Barbarie, I'hypertrophie des cellules gonadotropes et des cellules thyréo-
tropes.

L'analyse quantitative a le mérite de souligner la réponse importante de la
population cellulaire gonadotrope aux stimuli lumiére et ovariectomie, ainsi que
I’hyperactivation des cellules thyréotropes et I'augmentation de leur nombre sous
I'action de la lumiére et/ou aprés ovariectomie. Nos observations permettent de
penser a l'action freinatrice possible des stéroides ovariens sur la thyroide, de
fagon indirecte, en contrdlant la libération de TSH par I'adénohypophyse, obser-
vations s’accordant avec les travaux d’Astier et al. (1970), Jallageas et Assenma-
cher (1979) effectués par dosages de T4 et de stéroides.

Recu en aoqt 1983.
Accepté en mars 1984.
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