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Summary 

The intermediate lobe of the 
amphibian pituitary is poorly 
vascularized but receives direct 
aminergic and peptidergic 
innervations. In addition, the 
close contacts between the 
intermediate and neural lobes 
suggest that the latter may 
directly influence the activity of 
melanotropic cells. ln this 
study, we have applied the 
indirect immunofluorescence 
technique to demonstrate the 
presence of three novel neuro­
peptides in the neuro­
intermediate lobe complex of 
the frog pituitary. Fibers con­
taining atrial natriuretic factor 
(ANF) and melanin-concen­
trating hormone (MCH) have 
been visualized in the neural 
lobe, while numerous nerve 
terminais containing the neuro­
peptide tyrosine (NPY) have 
been observed among the 
parenchymal cells of the inter­
mediate lobe. These morpholo­
gical data support recent fin­
dings concerriing a role for 
ANF, MCH and NPY in the 
control of melanotropin secre­
tion in amphibians_ 
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L
e lobe intermédiaire de 
l 'hypophyse est une 
glande endocrine très fai­
blement vascularisée , 
voire totalement avascu-

laire, qui reçoit en revanche une 
innervation aminergique directe, 
composée, selon les espèces, de 
fibres libérant de la dopamine [ 1 ] ,  
de  la norépinéphrine [2 ] ,  de 
l 'acide gamma-aminobutyrique [3] 
et (ou) de la sérotonine [4] . Chez 
les amphibiens, la pars interme­
dia possède en outre une inner­
vation peptidergique. Par les tech­
niques immunohistochimiques, on 
a pu identifier dans le lobe inter­
médiaire des fibres contenant la 
mésotocine [ 5 ] ,  la corticolibé­
rine [6] et la thyrolibérine [7 ] .  
Récemment, trois nouveaux neu­
ropeptides ont été mis en évidence 
dans le système nerveux central 
des mammifères : le neuropeptide 
tyrosine ou NPY [8], le facteur 
natriurétique auriculaire ou 
ANF [9] et le facteur d'agrégation 
des mélanophores ou MCH r 101 . 
Des systèmes neuronaux à NPY, 
à ANF et à MCH ont été égale­
ment identifiés dans le cerveau 
des amphibiens et des faisceaux de 
fibres contenant chacun de ces 
neuropfptides ont été observés 
dans l 'éminence médiane et la tige 
pituitaire [ 1 1 - 1 3 ] .  
Dans l e  présent travail , nous 
montrons que, chez la grenouille 
verte Rana ridibunda, de nombreu­
ses fibres à ANF et à MCH 
innervent le lobe nerveux de 

l'hypophyse tandis que les termi­
naisons à NPY sont particulière­
ment abondantes dans le lobe 
intermédiaire. 

Méthodes 

Préearation des tissus. Les gre­
nouilles mâles adultes sont perfu­
sées par voie intracardiaque avec 
50 ml de fixateur de McLean [ 14] .  
Les cerveaux sont disséqués en 
maintenant l 'hypophyse en place, 
post-fixés pendant trois heures 
dans le même fixateur, puis rin­
cés dans une solution de saccha­
rose à 30 % dans un tampon 
phosphate (PBS 0 , 1  M ;  pH 7 ,4) . 
Les cerveaux sont alors congelés 
et inclus dans un milieu d' enro­
bage (O.C.T. Tissu Teck) . Des 
coupes parasagittales sériées de 8 
p.m d'épaisseur sont effectuées au 
cryotome (Reichert Jung). 
lmmunofluorescence. Les coupes 
de cerveau sont incubées pendant 
une nuit avec l 'un des antisérums 
suivants : anti-NPY (1/400), anti­
ANF ( 1 /200) ou anti-MCH 
(1/200). Les dilutions des antisé­
rums sont effectuées dans le tam­
pon PBS contenant 1 % d'albu­
mine sérique humaine et 0,03 % 
de Triton. Après rinçage, les cou­
pes sont incubées avec une solu­
tion de -y-globulines de mouton 
anti-IgG de lapin conjuguées à 
l ' isothiocyanate de fluorescéine 
(Nordic Lab) diluée au 1/60e. 
Après rinçage, les coupes sont 
contre-colorées au bleu Evans et 
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Figure 1 .  
Localisation par 
la technique 
d'immuno­
fluorascanca 
indirecte du 
NPY (a}, da 
l'ANF (b} at du 
MCH (c} dans 
l'hypophyse. Les 
photographies 
représentent des 
coupes 
parasagittales de 
l'hypophyse de 
grenouille. 

montées dans du glycérol tam­
ponné avec du PBS ( 1  : 1 ) .  Les 
structures immunoréactives sont 
observées et photographiées en 
lumière UV (microscope Leitz 
Orthoplan) . Les contrôles sont 
effectués en incubant les coupes 
avec des antisérums préabsorbés 
avec les peptides synthétiques 
homologues et hétérologues. 1 Résultats 

et discussion 

Par la technique d ' immunofluo­
rescence indirecte, no.us montrons 
l 'existence d'un riche réseau de 
fibres contenant un peptide appa­
renté au NPY dans la pars inter­
media de l 'hypophyse de gre­
nouille (figure la) . Ces fibres sont 
réparties dans tout le parenchyme 
du lobe intermédiaire avec toute­
fois une concentration plus intense 
dans la région bordant le lobe 
nerveux. Quelques rares fibres à 
NPY sont aussi présentes dans le 
lobe nerveux au niveau de la 
frontière pars nervosa - pars 
intermedia. 
Les fibres contenant l'ANF et le 
MCH sont principalement locali­
sées dans le lobe nerveux de 
l 'hypophyse (figures lb, et c) . 
L'ensemble du lobe nerveux con­
tient une importante densité de 
terminaisons marquées par l 'anti­
sérum contre le MCH (figure le) . 
La présence d 'ANF dans la pars 
nervosa est plus discrète : la majo-

- rité des terminaisons nerveuses et 
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ln : lobe nerveux ; 
li : lobe intermédiaire ; 

Id : lobe distal. 
a :  x 1 1 0 ;  

b :  x 75 ; 
c :  x 70. 

des fibres contenant l 'ANF se 
trouve concentrée à la périphérie 
du lobe nerveux, principalemer..t 
dans la région bordant l'éminence 
médiane (figure 1 b) . Le lobe inter­
médiaire ne présente aucune 
structure marquée par l 'anticorps 
anti-MCH, et seulement quelques 
rares fibres contenant l 'ANF. 
Pour chacun des trois peptides 
étudiés, aucune immunoréactivité 
n'a pu être détectée dans le lobe 
distal de l 'hypophyse . 
Des coupes contrôles ont été effec­
tuées pour déterminer la spécifi­
cité du marquage. Aucune réac­
tion positive n'est observée lors­
que chacun des anticorps est 
immunoabsorbé avec l 'antigène 
homologue ( 1 0  - 6  M). Au con­
traire, le marquage n'est pas affai­
bli lorsque les anticorps sont incu­
bés avec l'un des peptides hétéro­
logues ou avec les peptides sui­
vants : peptide pancréatique 
aviaire (APP), somatostatine, ou 
angiotensine II . 
Les fibres du lobe nerveux con­
tenant une immunoréactivité de 
type NPY, ANF ou MCF pro­
viennent vraisemblablement des 
péricaryons que nous avons loca­
lisés dans l 'hypothalamus anté-

rieur et dans l ' infundibu­
lum f 1 1 - 1 3 ] .  Les corps cellulaires 
à MèH sont essentiellement situés 
dans le noyau préoptique et acces­
soirement dans le noyau infundi­
bulaire dorsal [ 1 3 ,  1 5 ] .  Les fibres 
à MCH détectées dans le lobe 
nerveux proviennent donc exclu­
sivement de neurones du diencé­
phale. Les péricaryons à NPY et 
ANF étant abondants dans l 'aire 
préoptique et dans le noyau 
infundibulaire dorsal [ 1 1 ,  1 2 ] ,  il 
est probable que les terminaisons 
du lobe nerveux contenant ces 
neuropeptides ont, elles aussi, une 
origine hypothalamique. Toute­
fois, des corps cellulaires à NPY 
ou ANF sont également observés 
dans de nombreuses aires du cer­
veau telles que le pallium (télen­
céphale) , la couche grise superfi­
cielle du toit optique, le noyau 
interpédonculaire et le noyau du 
cervelet (mésencéphale) [ 1 1 ,  1 2] .  
De ce fait, on ne peut exclure que 
certaines fibres à NPY ou ANF 
du lobe nerveux n'aient une ori­
gine extrahypothalamique. 
Compte tenu de la densité de 
l ' innervation à NPY observée au 
niveau du lobe intermédiaire et de 
l' intense immunoréactivité de type 
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ANF et MCH contenue dans le 
lobe nerveux, nos résultats suggè­
rent que ces trois neuropeptides 
jouent le rôle de neurohormones 
hypothalamo-hypophysaires. De 
fait, des expériences récentes 
démontrent que le NPY exerce, 
chez les amphibiens, une puis­
sante action freinatrice sur les 
sécrétions du lobe intermé­
diaire [ 1 6] et peut donc être con­
sidéré comme un facteur hypotha­
lamique inhibant la libération d'a­
MSH (MlF) .  Chez les poissons, 
le MCH inhibe également la libé­
ration d'a-MSH [ 1 7 ,  18J L'ANF 
stimule in vitro fa sécretion d'a­
MSH par le lobe intermédiaire 
des amphibiens [ 19] et celle de 
gonadotropine par les cellules 
antéhypophysaires de rat [20 ] .  
Comme les fibres à M C H  et 
ANF apparaissent confinées dans 
le lobe nerveux, il n 'est pas éta­
bli que les deux neuropeptides 
exercent un rôle physiologique 
dans le contrôle des cellules méla­
notropes. Cependant, le lobe 
intermédiaire de la grenouille , 
bien que très faiblement vascula­
risé, possède un réseau de capil­
laires courts qui permettent des 
communications humorales avec le 
lobe nerveux. On peut donc envi­
sager que les neuropeptides, tels 
que MCH et ANF, libérés par les 
terminaisons du lobe nerveux, dif­
fusent jusqu'au lobe intermédiaire 
et agissent localement sur la sécré­
tion d'a-MSH. L'ANF localisé au 
niveau du lobe nerveux pourrait 
en outre exercer un contrôl� pré­
synaptique sur la libération de 
vasopressine. Ainsi des études 
récentes montrent que,  chez le 
rat , l'ANF inhibe la libération de 
vasopressine in vitro [ 2 1 -2 3 ] . 
Enfin, des études pharmacologi­
ques suggèrent que le NPY et 
l'ANF ont des activités psychotro­
pes lorsqu'ils sont administrés par 
voie intracérébroventriculaire [24, 
25] . Comme par ailleurs le NPY, 
l 'ANF et le MCH exercent des 
activités biologiques variées dans 
divers organes périphériques 
[26-28] , il apparaît que ces trois 
neuropeptides peuvent être consi­
dérés à la fois comme des hormo­
nes, des neurohormones et des 
neurotransmetteurs 
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