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INTRODUCTION

Les amphibiens gymnophiones sont
des animaux allongés et fouisseurs vivant
dans les zones tropicales dont la biologie
de la reproduction a fait I’objet de travaux
portant sur un nombre limité d’especes [1-
7]. Peu d’entre eux ont €té consacrés aux
aspects hormonaux [8-11]. Le but de ce
travail est d’apporter quelques éléments a
la connaissance de la régulation endocri-
nienne du cycle de reproduction chez une
espece africaine ovipare a développement
direct par la mise en évidence des récep-
teurs a et 3 des cestrogenes.

Boulengerula taitanus est un amphi-
bien gymnophione ovipare dont 1’adulte
mesure 20 a 25 cm de longueur, vivant
dans les terrains humides des monts Taita
au Kenya. Le cycle femelle peut étre dé-
composé en trois périodes: reproduction
de novembre & février, repos sexuel de
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mars a aolit et préparation de septembre a
octobre. Les ovaires se présentent comme
deux cordons paralleles situés de part et
d’autre du tube digestif. Les follicules sont
disposés en chapelets. La folliculogenese
est continue. Les follicules se forment dans
des nids germinatifs ol les jeunes ovocytes
issus des ovogonies s’entourent progressi-
vement d’une paroi folliculaire composée
d’abord d’une seule couche de cellules
épithéliales constituant une granulosa puis
d’une théque conjonctive. Les follicules
vitellogéniques font saillie et avoisinent
les 8 mm de diametre. La theque s’épaissit
et se vascularise, la granulosa reste monos-
tratifiée et les cellules deviennent cubiques
a maturité. L’ovulation est observée entre
novembre et février inclus. Toute 1’année,
sont observés des follicules atrétiques de
grande taille issus des follicules vitellogé-
niques n’ayant pas ovulé [12].



Le 17B cestradiol est une hormone
cestrogeéne ovarienne impliquée, avec la
progestérone, dans la régulation de la
croissance folliculaire et 1’ovulation. La
détection immunohistochimique des iso-
formes a et 3 du récepteur des cestrogenes
(RE) a été effectuée au niveau de 1’ovaire
de B. taitanus.

MATERIEL ET METHODES
L’échantillon comprenait les ovaires
gauches de trois femelles adultes par saison
de reproduction, fixées au formaldéhyde a
10 % immédiatement apres collecte in situ.
Les ovaires, déshydratés puis inclus en pa-
raffine ont été débités en coupes longitudi-
nales de 7 um d’épaisseur ensuite déposées
sur des lames «superfrost+»®, au nombre
de trois au minimum, avant d’étre traitées
par immunohistochimie indirecte par am-
plification. Un démasquage préalable a été
réalisé au bain-marie pendant 45 minutes
dans une solution tampon a pH 6 (VEC-
TOR H-3300). Les péroxydases internes
ont été neutralisées par immersion dans
une solution de péroxyde d‘hydrogene a
10% pendant 10 mn. Les anticorps pri-
maires ont été dirigés contre le récepteur
a et le récepteur B (Santa Cruz, sc-72074
et sc-8975 respectivement). La concentra-
tion choisie apres étalonnage a été de 1/50.
Le kit Vectastain (VECTOR laboratories
ABC KIT PK-6200) a été ensuite utilisé
pour 1’application de I’anticorps secon-
daire biotinylé. Le temps de révélation en
présence du substrat chromogene, AEC ou
amino-éthyl carbazol, a été de 5 mn. La ré-
vélation a été effectuée par le systéme avi-
dine-biotine couplé a une péroxydase. Une
contre-coloration a I’hématoxyline (Vector
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QS H-3401) a été effectuée avant montage
en milieu aqueux. Un témoin négatif, sans
anticorps primaire, a été confectionné pour
chaque lame.

Les coupes traitées ont été observées
au microscope photonique. Pour chaque
tissu ovarien, un comptage de noyaux mar-
qués a été effectué. Une analyse statistique
a permis de comparer les variances (test de
Fisher) entre les saisons (N= 6) et sur I’en-
semble de 1’année (N=9) au seuil de 0,05.

RESULTATS

Les témoins ne présentent aucun mar-
quage, quelles que soient les saisons et
quels que soient les tissus observés.

L’observation au microscope photonique
des coupes d’ovaires en période de reproduc-
tion, révele un marquage positif au niveau
des noyaux, suite a I’application de I’anti-
corps dirigé contre le REa. Ce pourcentage
est de 14,4 % pour les cellules conjonctives
des nids germinatifs (Figure 1). Dans la pa-
roi des follicules en croissance le pourcen-
tage de noyaux marqués est de 13 % dans la
theque et de 3,6 % dans la granulosa. Il aug-
mente fortement en vitellogenese: 29,9 %
pour la theque et 42,2 % pour la granulosa
(Figure 1). Dans les follicules atrétiques, les
noyaux de 26,4 %, des cellules de la paroi
possedent un marquage, ce qui est compara-
ble a ce qui a été trouvé dans les cellules de
la theque des follicules en vitellogenese, au
contraire des cellules issues de la granulosa
dans lesquelles le pourcentage devient plus
faible: 11, 7 % contre 3,6 % dans les cellules
de la granulosa des follicules en vitelloge-
nese (Figure 1).
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Figure 1: détection immunoh

du REa et du REB dans ’ovaire de B. taitanus.

Echelle = 10 pm.

: nid germinatif, REq, reproduction, février;

: nid germinatif, REQ, repos sexuel, mars;

: nid germinatif, RER, reproduction, février;

: nid germinatif, REB, repos sexuel, juin;

: follicule en croissance, REQ, repos sexuel, juin;

: follicule en croissance, RE, repos sexuel, juin;

: follicule vitellogénique, REq, reproduction, janvier;

: follicule vitellogénique, RE, reproduction, février;

I: follicule vitellogénique, REQ, préparation, septembre ;

J: follicule vitellogénique, RE, préparation, septembre ;

K: follicule atrétique, REQ, reproduction, janvier;

L: follicule atrétique, RE[, reproduction, février.
FA: follicules atrétiques ;

G: granulosa; GC: granules corticaux ; NG: nid ger-
minatif; Ov: ovocyte; PV: plaquette vitelline;
Th: théque; VS: vaisseau sanguin.
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Concernant la détection du RER, les
noyaux de 19,5 % des cellules conjonctives
du stroma des nids germinatifs sont mar-
qués, la paroi folliculaire des follicules en
croissance ne présente par contre aucun mar-
quage (Figure 1). Un signal nucléaire positif
réapparait dans les cellules de la granulosa
des follicules en vitellogenese et atrétiques,
avec 43,9 % et 41,7 % des noyaux marqués
respectivement (Figures 1 et 2).

-101-

G F v P
(=
£
]
g
. ' I I I J
w
-
A
é I i J
5
E
g
=

ITHT

Figure 2: évolution du pourcentage

de noyaux marqués pour le REa et le REf dans
I’ovaire de B. taitanus au cours des trois saisons.
NG = nids germinatifs

F = follicules en croissance

V = follicules vitellogéniques

FA = follicules atrétiques

En bleu: REa

En rouge: REB

La barre d’erreur correspond aux écarts-types.

En période de repos sexuel, c’est-a-
dire entre mars et aoit, aucun REa n’est
détecté dans la paroi des follicules en
croissance, des follicules vitellogéniques
et des follicules atrétiques. La présence du
RER affecte 3,4 % des noyaux du stroma
des nids germinatifs, 17,2% des noyaux
de la theque et 15,4 % des noyaux de la
granulosa (Figure 1). Dans les follicules
vitellogéniques, les cellules de la theque
présentent rarement des noyaux marqués
par D’anticorps dirigé contre le REB, le
pourcentage de marquage des cellules de
la granulosa est un peu inferieur a celui de
la saison de reproduction (35,1 %). Aucun
changement n’est enregistré au niveau des
follicules atrétiques (Figure 2).



Concernant la détection des REaq,
I’analyse statistique des résultats compa-
rant la saison de reproduction a celle du
repos sexuel montre que les variations du
pourcentage de noyaux marqués sont Si-
gnificatives au seuil de 0,05. Deux excep-
tions sont a relever: la granulosa des fol-
licules vitellogéniques et la paroi entiere
des follicules atrétiques pour lesquelles les
variations ne sont pas significatives entre
les saisons. Quant a la détection des RE
nucléaires, la non-significativité a été enre-
gistrée uniquement pour la paroi des folli-
cules vitellogéniques et celles de follicules
atrétiques.

Pendant la saison de préparation a la
reproduction, en septembre-octobre, le
signal nucléaire des REa réapparait dans
9,5 %, des cellules du stroma des nids ger-
minatifs. Aucun signal n’est observé dans
la paroi des follicules en croissance. En re-
vanche, le pourcentage de noyaux marqués
diminue dans la paroi des follicules vitello-
géniques: 8,3 % et 29,4 % pour la theque et
la granulosa respectivement (Figure 1). Le
pourcentage de noyaux marqués augmente
fortement dans les cellules issues de la gra-
nulosa des follicules atrétiques (27,2 %).

Des RE nucléaires sont observés dans
26,1 %, des cellules du stroma des nids
germinatifs mais aucun marquage n’est
observé dans la paroi des follicules en
croissance. Dans les follicules vitellogé-
niques, le pourcentage de noyaux marqués
augmente fortement dans la théque et la
granulosa avec désormais 39,9 % et 69,9 %
des noyaux marqués respectivement (Fi-
gure 1); cette augmentation n’est suivie
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dans les follicules atrétiques que par les
cellules issues de la theque, avec 18,3 %
des noyaux marqués (Figure 2).

L analyse statistique concernant la dé-
tection des REa nucléaires révele que les
résultats sont significativement différents
entre la saison précédente du repos sexuel
et celle de la préparation, excepté pour la
granulosa des follicules vitellogéniques
et les cellules issues de la theque dans les
follicules atrétiques. Pour ce qui est de la
détection des REP nucléaires, la non-si-
gnificativité a été relevée uniquement pour
les cellules issues de la theque dans les fol-
licules atrétiques.

Sur I’ensemble de 1’année, les varia-
tions dans les comptages sont toutes signi-
ficatives au seuil de 0,05 pour I’ensemble
des tissus ovariens, excepté pour la granu-
losa des follicules vitellogéniques (REQ),
et les cellules issues de la theque des folli-
cules atrétiques (REa et REf).

CONCLUSION

La détection des deux isoformes du RE
au niveau nucléaire montre que les cellules
somatiques ovariennes sont la cible du 173
cestradiol produit par la granulosa (action
auto- et paracrine). Mais le pourcentage
de noyaux possédant un signal positif est
différent pour les anticorps dirigés contre
le REa et le REB. La balance des REa/f3
varie ainsi selon les types de tissus ova-
riens: les REB nucléaires prédominent
dans le stroma des nids germinatifs et les
cellules internes des follicules atrétiques.
Les REa nucléaires prédominent dans les
cellules thécales des follicules en crois-



sance et vitellogéniques, les cellules de la
paroi des follicules atrétiques. La balance
des REa/B nucléaires s’équilibre dans la
granulosa des follicules en croissance et
vitellogéniques.

Cette balance REa/f évolue égale-
ment au cours du cycle sexuel. En saison
de repos sexuel, elle devient presque nulle
dans les nids germinatifs, s’inverse dans
la theque et la granulosa des follicules en
croissance au profit du RE. En revanche,
elle ne varie pas dans la paroi des follicules
vitellogéniques et des follicules atrétiques.
Lors de la saison de préparation, la balance
REa/B se rétablit pour les nids germinatifs,
devient nulle pour les follicules en crois-
sance, et s’inverse dans la paroi des folli-
cules vitellogéniques et les cellules issues
de la granulosa des follicules atrétiques au
profit des RE.

L’évolution significative du taux de
marquage nucléaire au cours du cycle va
dans le sens d’une modulation de I’ex-
pression des deux isoformes du récepteur
des cestrogeénes selon le type cellulaire et
le moment du cycle ovarien. Les résultats
concernant les nids germinatifs et la paroi
des follicules en croissance pendant la sai-
son de repos suggerent une régulation de la
folliculogenese en lien avec la disparition
des REa. La reprise en saison de prépara-
tion semble liée a la forte augmentation
des RE dans les nids germinatifs.
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L’existence d’une absence significative
de variation dans la détection des isofor-
mes nucléaires dans les cellules issues de
la theque des follicules atrétiques suggere
que, pour ces tissus, il n’existe pas de va-
riation dans la régulation endocrine du 173
oestradiol. En revanche, pour la granulosa
des follicules vitellogéniques, les variations
saisonnieres sont observées au niveau de
la détection des RE nucléaires. Ces faits
suggerent I’existence: 1) d’un lien entre la
détection du REa et le maintien de la vitel-
logenese chez Boulengerula taitanus tout
au long de I’année; 2) d’un réle du REP
dans la modulation saisonniere du déve-
loppement de la granulosa, spécialement a
I’approche de la période d’ovulation.

Méme si le récepteur peut étre localisé
dans le noyau sans étre lié a son ligand,
comme pour le REQ, sa détection immuno-
histochimique va dans le sens d’une action
génomique différenciée du 178 cestradiol
en rapport avec la proportion des isofor-
mes du récepteur présents dans le noyau
des cellules [13]. Cela rejoint les études
antérieures sur le role propre des isoformes
du RE chez les mammifeéres, permettant de
rendre compte de ’effet pléiotrope du 173
cestradiol [14].
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