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INTRODUCTION

Les récepteurs du glutamate ont été tres
étudiés dans le systeme nerveux (1). Ces
récepteurs présentent cependant d’autres
localisations qui leur conferent diverses
fonctions telles que leurs implications dans
la régulation hormonale (pancréas et glandes
adrénales chez le rat) (2). Par immunohis-
tochimie, Gill er al ont montré la présence
de tels récepteurs sur différents types cel-
lulaires comme les kératinocytes humains,
les myocardiocytes, les cellules des bour-
geons du gofit, de I’adénohypophyse, de la
glande pinéale et dans divers organes tels
que les organes génitaux, le rein, le foie et
la rate chez les rongeurs (2, 3). Ces tissus
périphériques contenant des récepteurs peu-
vent €tre les cibles potentielles pour des
molécules toxiques (4, 5, 6).

Lalocalisation des sous-unités des récep-
teurs du glutamate peut alors étre corrélée
aux effets des intoxications par des ago-
nistes du glutamate comme 1’acide
domoique par exemple. Ce dernier provoque

des perturbations gastro-intestinales, un col-
lapsus cardio-vasculaire, une arythmie car-
diaque et des l1ésions cérébrales (2)

La localisation de ces sous-unités est
également intéressante a connaitre dans le
but de mener in vivo des études de toxico-
logie chez des tétards de Xenopus laevis.
Les Amphibiens Anoures et notamment les
tétards représentent en effet un matériel de
choix pour évaluer les effets de molécules
toxiques (5). Xenopus laevis est une espece
couramment utilisée dans divers domaines
de 1a biologie. Le but de ce travail a été de
mettre en évidence, par immunohistochi-
mie, la présence de récepteurs AMPA/kai-
nate dans les organes périphériques de cette
espece.

MATERIEL ET METHODES
Matériel Biologique

Les tétards de Xenopus laevis ont été
obtenus par fécondation in vitro. La fécon-



dation se fait avec des femelles a maturité
sexuelle. La ponte est induite par injection
dans les sacs lymphatiques dorsaux de 500
U.I. de H.C.G. Le sperme est récupéré par
prélevement des testicules chez un méle.
La fécondation est réalisée a sec dans des
boites de Pétri en mettant en contact les
ceufs et le sperme. Apres 72 heures a +20°C,
les tétards éclosent et sont nourris avec du
velouté de cresson (Knorr) tous les jours.

Préparation. des Tissus

Les tétards sont fixés dans du parafor-
maldéhyde a 4 % refroidi, puis inclus en
paraffine. Les coupes sont réalisées a 5 um
puis collées sur des lames Superfrost® plus.

Une coloration topographique, le tri-
chrome de Masson-Goldner, est appliqué
sur une lame toutes les cinq d’une série de
coupes.

Immunohistochimie

L’ utilisation du complexe streptavidine-
biotine a permis 1’amplification du mar-
quage. Le kit de révélation utilisé est le
LSAB 2 (Dako), basé sur I’action de la per-
oxydase sur un mélange de peroxyde d’hy-
drogene et de diaminobenzidine (DAB). Les
récepteurs du glutamate ont été mis en évi-
dence par application d’un Ac anti-GluR2/3
(2 pg/mL) (Chemicon)

Pour chaque manipulation, des témoins
négatifs par omission des Ac sont réalisés
afin de vérifier la spécificité des Ac et la
validité du Kit.

Mode opératoire

Incuber les coupes déparaffinées 5 mn
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dans le mélange P.B.S. + H,O, (110 vol)
4 3%. Cette étape permet le blocage des
peroxydases endogenes. Rincer au PB.S.

Appliquer I’ Ac primaire : 30 mn a tem-
pérature ambiante. Rincer au PBS: 2 x
5 mn

Appliquer I’ Ac secondaire: 30 mn a tem-
pérature ambiante. Rincer au PBS: 2 x
5 mn

Appliquer le complexe Streptavidine-
Peroxydase : 30 mn a température
ambiante. Rincer au PBS: 2 x 5 mn

Ajouter la solution Substrat - Chromo-
géne: 10 mn a température ambiante.
Rincer a I’eau distillée

Contre-colorer a I’hématoxyline: 1 mn a
température ambiante

Rincer a I’eau distillée. Monter au Crys-
tal Mount®. Laisser polymériser mini-
mum 1h a 60°C. Observer. Les zones
marquées sont colorées en brun.

RESULTATS

Les témoins négatifs ne présentent pas
de marquage ni de bruit de fond. Les per-
oxydases endogenes ont été correctement
bloquées.

Les marquages ont été réalisés a deux
stades de développement: stades 50 et 54.
Pour ces deux stades, les marquages sont
localisés sur les mémes organes. Le mar-
quage obtenu est cytoplasmique. Ce mar-
quage peut étre observé dans certains com-
partiments cellulaires comme le pdle apical
des entérocytes. Les marquages sont plus
ou moins intenses suivant les organes obser-
vés.

Les muscles squelettiques et cardiaques
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Flgure 2: Marquage GluR2/3 dans la médulla oblongata (stade 54)
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ainsi que I’épithélium de certaines zones du
tube digestif (pharynx, estomac et intestin)
présentent de forts marquages (Figure 1).
Dans I’intestin, les entérocytes sont GluR 3
positifs alors que les cellules caliciformes
sont négatives.

La peau présente également des cellules
fortement marquées. Certains organes sont
totalement négatifs comme le foie, les bran-
chies ou le cartilage (Figure 1). Ces organes
peuvent servir de témoins internes négatifs
pour valider 1 'immunomarquage. Des mar-
quages sont également observés dans les
tubules rénaux. Dans le systéme nerveux
central (SNC), les cellules radiales péri-
ventriculaires, les motoneurones et les cel-
lules ganglionnaires présentent un marqua-
ge (Figures 2 et 3).
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CONCLUSIONS

Cette étude a permis de localiser certaines
sous-unités (GluR2/3) des récepteurs AMPA/
Kainate chez les tétards de Xenopus laevis.

Ces résultats obtenus chez un Amphi-
bien Anoure sont a rapprocher de ceux qui
ont été précédemment obtenus chez les mam-
miferes (3,4), ce qui montre qu’il existe cer-
tainement une grande constance dans la
répartition, chez les Vertébrés, de ces molé-
cules, par ailleurs particulierement conser-
vées au cours de I’évolution biologique.

L’examen de tétards mis au contact de
molécules agonistes ou antagonistes du glu-
tamate devrait permettre de mettre en évi-
dence si ces molécules ont une quelconque
effet sur la répartition des récepteurs.
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En ce début de XXI¢ siecle, 1’ obésité est
une pathologie qui prend une ampleur sans
précédent dans les pays occidentalisés. Cer-
tains auteurs n’hésitent pas a parler d’épi-
démie pour évoquer 1’augmentation tres
rapide de cet état. Bien que I’obésité ne soit
pas, au sens strict une pathologie, elle est
étroitement associée a 1’apparition de cer-
taines pathologies graves comme le diabe-
te de type II, les maladies cardio-vascu-
laires, I’hypertension et certains cancers.
De telle sorte que I'espérance de vie des
personnes obeses est inférieure a celles qui
ont une masse corporelle proportionnée a
leur taille. Cette observation est mise & pro-
fit par les compagnies d’assurances améri-
caines qui font payer les assurances vie en
fonction du rapport de la taille/masse cor-
porelle. En dehors de cet épiphénomene du
libéralisme, il est vrai que I'incidence crois-
sante de I’ obésité pose un probleme de santé
publique qu’il est urgent de résoudre. L’ ob-
Jectif de cet article est d’expliquer en termes
simples les mécanismes qui président a la
Mmise en place d’une surcharge adipeuse.
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Dans une seconde partie, nous verrons, en
considérant I’évolution de I’Homme, pour-
quoi la fréquence de 1’obésité augmente pré-
cisément dans le contexte socio-culturel qui
est le notre et pourquoi, malgré les progres
spectaculaires des connaissances en parti-
culier en biologie moléculaire, il est fort
peu probable d’identifier un gene respon-
sable de I’obésité.

Les tissus adipeux. Les Mammiferes
possedent deux types de tissus adipeux. Un
tissu adipeux brun trés riche en mitochon-
dries qui est spécialisé dans la production de
chaleur et un tissu adipeux blanc qui est
spécialisé dans la mise en réserve des lipides.
Le tissu adipeux brun joue un réle important
dans le maintien de la température interne
(homéothermie) surtout a la naissance qui est
pour le nouveau-né un stress thermique. En
effet, il passe du ventre maternel a 37°C a
la salle d’accouchement dont le confort ther-
mique est calculé pour les adultes et non
pour les nouveau-nés. La capacité thermo-



génique du tissu adipeux brun est assurée par
la présence d’une protéine appelée décou-
plante car elle provoque un découplage entre
oxydations et phosphorylations dans la
membrane interne des mitochondries. Le
second mécanisme qui assure une forte pro-
duction de chaleur a ce tissu est une aug-
mentation importante du nombre de ses cel-
lules. Nous avons utilisé cette capacité de
prolifération cellulaire pour étudier les méca-
nismes de régulation de la prolifération cel-
lulaire dans le tissu adipeux brun de rats
soumis au froid.

Sur la piste des cellules souches. Afin
d’identifier la nature de cette prolifération et
d’identifier les cellules adipeuses souches,
nous avons injecté de la thymidine tritiée a
des rats exposés au froid depuis 2 jours en
sachant que cela correspondait au pic de
prolifération cellulaire (Bukowiecki et al.
1986'). Notre objectif était de marquer le
plus grand nombre de cellules souches, puis
en sacrifiant les animaux au cours de I’ex-
position prolongée au froid, nous voulions
en suivant la thymidine tritiée, étudier le
devenir des cellules marquées initialement.
Les animaux témoins étaient conservés a la
neutralité thermique. Les animaux expéri-
mentaux ont été exposés a 4°C. Tous les
animaux ont re¢u une dose de thymidine
exactement apres 44 heures d’exposition au
froid, ce qui correspond au pic de prolifé-
ration cellulaire. IIs ont été ensuite sacrifiés
4 heures, deux, six et quinze jours, apres
avoir regu la thymidine tritiée, ce qui cor-
respond 22, 4, 8 et 17 jours d’exposition au
froid. Apres le sacrifice, le tissu adipeux
brun interscapulaire a été prélevé, fixé et

coupé en section semi-fines (0,5um) pour
étre étudié en microscopie photonique. La
thymidine tritiée a été révélée par une émul-
sion photosensible (Kodak, NTB2). Quatre
types cellulaires principaux ont été identifiés
d’apres des caractéristiques morpholo-
giques : les cellules endothéliales des capil-
laires sanguins, les cellules interstitielles
non différenciées (Figure 1), les préadipo-
cytes contenant de petites inclusions lipi-
diques (Figure 2) et les adipocytes bruns
contenant de nombreuses vacuoles lipi-
diques, tout I’espace cytoplasmique est occu-
pé par des mitochondries (Figure 3). Les
résultats mettent en évidence que les cel-
lules endothéliales (Figure 4) incorporent
rapidement la thymidine tritiée. Le mar-
quage des cellules endothéliales reste
constant tout au long de 1’exposition au
froid. A part les cellules endothéliales, la
population de cellules qui incorpore le plus
rapidement la thymidine tritiée sont les cel-
lules -interstitielles, de petites cellules non
différenciées qui sont situées dans les inter-
stices des adipocytes, raison pour laquelle
nous les avons appelées interstitielles (Figu-
re 5). Cependant la radioactivité diminue
progressivement dans ces cellules au cours
de ’exposition au froid, sans toutefois dis-
paraitre complétement en fin d’expérience.
Un pic d’accumulation de thymidine appa-
rait dans les préadipocytes deux jours apres
I’injection de thymidine puis la fréquence
des préadipocytes marqués diminue et
devient nulle en fin d’expérience. Enfin le
nombre des adipocytes bruns marqués aug-
mente de plus en plus au cours de I’exposi-
tion au froid. Rappelons que la thymidine ne
reste présente que quelques heures dans I”or-
ganisme apres son injection. La seule expli-

'BUKOWIECKI L. J., GELOEN A., and A.J. COLLET. Proliferation and differentiation of brown adipocytes
from interstitial cells during cold acclimation. Am. J. Physiol. 250, C880-C887, 1986.



Figure 1 : Photographie en microscopie
électronique d’une cellule interstitielle du
tissu adipeux brun. Noter I’absence de
gouttelette de triglycérides,le noyau allongé
avec la chromatine condensée, I’espace
cytoplasmique restreint le faible nombre de
mitochondries et’abondance du reticulum
endoplasmique. (agrandissement 28 000).

Figure 2 : Photographie en microscopie
électronique d’un préadipocyte du tissu
adipeux brun. Ce type cellullaire est
caractérisé par la présence de quelques
gouttelettes lipidiques, la présence de
quelques mitochondries et des espaces
cytoplasmiques sans organites cellulaires
(agrandissement 16600).



Figure 3 : Photographie en microscopie
électronique d’un adipocyte brun. Noter
’abondance de gouttelettes lipidiques. A
’exception des inclusions lipidiques, tout
I’espace cytoplasmique est occupé par des
mitochondries (agrandissement 11300).

Figure 4 : Photographie en microscopie
électronique d’une cellule endothéliale. Le
prolongement cellulaire définit 1’espace
capillaire dans lequel on observe un
globule rouge. (agrandissement 14 000).
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Figure 5 : I’index mitotique cellulaire est le nombre de noyaux ayant incorporé la thymidine tri-
tiée, exprimé en pourcentage, pour chaque type cellulaire. Les animaux témoins sont placés a la
neutralité thermique, ils ont recu une injection de thymidine tritée quatre heures avant le sacri-
fice (jour 0). Les animaux exposés au froid ont recu une injection de thymidine tritiée 44 heures
apres le début de I’exposition au froid. Ils ont été sacrifiés 4 heures, deux, six et quinze jours apres
Pinjection de thymidine. Les points représentent les moyennes + SEM pour quatre animaux, au
moins 800 noyaux ont été comptés par animal. Les résultats mettent en évidence que les cellules
endothéliales incorporent rapidement la thymidine tritiée. Le marquage des celllules endothéliales
reste constant pendant toute la durée de I’exposition au froid. Les cellules interstitielles sont
marquées rapidement (jour deux). Le marquage diminue ensuite.Le marquage des préadipocytes
augmente transitoirement (maximum jour 4) puis diminue et disparait complétement. Le mar-
quage des adipocytes différenciés augmente sans cesse tout au long de I’exposition au froid, alors
que la thymidine tritiée n’est plus présente dans I’organisme.
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