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Département de Physiologie de I'Université de Genéve

Réle du calcium dans la sécrétion des hormones
neurchypophysaires!

J.J. DrErFuss et J. J. NORDMANN

Des progrés décisifs dans la connaissance des processus de neurosécrétion
ont suivi I'application & la jonction neuromusculaire des techniques de 1’en-
registrement intra-cellulaire. Ces études ont démontré que la séerétion d’acé-
tylcholine en réponse & la dépolarisation membranaire de la terminaison ner-
veuse nécessite la présence de calcium dans le milieu externe et aboutit & la
libération de paquets multimoléculaires de médiateur («quantan), dont le
substrat anatomique est probablement constitué par les vésicules synapti-
ques. Une séerétion quantique et la présence d’organites subcellulaires de
stockage du médiateur visibles au microscope électronique sont la régle pour
les neurones, quelle que soit la nature de la substance qui eat utilisée dans la
communication inter-cellulaire. L'étude de nombreuses autres cellules ex-
crétrices ol le produit de séerétion est aussi stocké dans des organites bordés
d’'une membrane indique que la dépendence du processus de sécrétion de
I'entrée de calcium dans le milieu intra-cellulaire en réponse a la stimulation
est universelle dans ces cellules (cf. ForEMAN et coll. 1973).

Les produits de sécrétion de la neurohypophyse, I'ocytocine et la vaso-
pressine, sont emmagasinés dans les granules de neurosécrétion, Ceshormones
sont synthétisées dans les corps cellulaires de neurones supraoptiques et
paraventriculaires de I’hypothalamus et y sont stockées dans les granules;
ceux-ci sont véhiculés par flux axoplasmique rapide jusqu’aux terminaisons
neurosécrétrices localisées dans la neurohypophyse, d’oil hormones et autres
constituants granulaires peuvent étre libérés dans la circulation sanguine.
Composée presque exclusivement de 1-2-10* axones de cellules supraoptiques
et paraventriculaires et de leurs terminaisons neurosécrétrices, la neuro-
hypophyse du rat représente une préparation de choix pour une étude de la
neurosécrétion,

Les facteurs qui régissent la sécrétion des hormones neurohypophysaires
en fonction des besoins de 'organisme agissent sur la membrane des corps
cellulaires hypothalamiques; ils n’ont pas d’action directe sur les terminai-

! Avec I'appui du Fonds national suisse de la recherche scientifique (No. 3.712.72) et de
la Fondation F. Hoffmann-La Roche.
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Fig. 1. ¥Fréquence de décharge d'un neurone paraventriculaire (spikes/s) et tracés de
pression dans le canal galactophore d'une glande mammaire (mm Hg) chez une rate
allaitante. — Tracés du haut: L'injection intra-veineuse de 0,56 mU d’ocytocine {au mo-
ment indiqué par la fleche épaisse) est suivie aprés 12 sec d'une éjection de lait, sans que
I'on n'observe de modification de la décharge neuronale. — Tracés du bas: Une éjection
réflexe (en réponse & la succion des mamelons) a été précédée, 18 sec avant le début de
I'augmentation de la pression intra-mammaire. d’une brusque et puissante aceélération
de la fréquence de décharge neuronale. — Tiré de WAKERLEY et LiNcoLy 1973,

sons neurosécrétrices, mais agissent sur celles-ci par l'intermédiaire de
potentiels d’action propagés. Une relation de cause a effet entre une accélé-
ration brutale de la décharge neuronale et la sécrétion hormonale a été mise
en évidence: WAKERLEY et LincoLN (1973) ont montré que lorsque des ratons
tétent leur mére, un réflexe d'éjection du lait survient a intervalles réguliers
et qu'une salve de potentiels d’action de neurones paraventriculaires précede
de plusieurs secondes I'élévation de la pression intra-mammaire caractéristi-
que de 1’éjection de lait. Une injection d’ocytocine exogéne cause une éléva-
tion de la pression d’éjection du lait, mais n’affecte pas la décharge de neu-
rones paraventriculaires (Fig. 1). Ces observations indiquent que les modi-
fications de la décharge neuronale sont la cause — et non la conséquence - de
I’éjection du lait.

Les processus cellulaires qui suivent la dépolarisation des terminaisons
neurosécrétrices ne peuvent que difficilement étre étudiés in vivo. La plupart
des données sur le couplage dépolarisation-sécrétion ont été obtenues sur la
neurchypophyse maintenue en survie in vitro. Incubée dans un milieu salin
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oxygéné, la neurohypophyse isolée conserve pendant plusieurs heures la
capacité de répondre a des stimuli dépolarisants par une sécrétion hormonale
(DouaLas, 1963). Bien que séparés de leurs corps cellulaires parentaux, les
axones neurosécréteurs retrouvent la capacité de propager des potentiels
d’action®, Une corrélation entre ceux-ci et la sécrétion a pu étre établie,
puisque potentiels d’action et libération hormonale sont abolis en présence de
tétrodotoxine (DREIFUss et coll, 1971b); de plus leur sensibilité & cette
toxine indique que les influx neurohypophysaires sont des potentiels d’action
sodiques classiques (Hopekin 1964).

Calcium et couplage dépolarisation-sécrétion

Alors que les potentiels d’action dépendent de 'existence d’un gradient
transmembranaire de sodium, les processus qui suivent la dépolarisation
membranaire sont de nature calcique. Ainsi, une dépolarisation causée par
un excés de potassium externe ne provoque une sécrétion hormonale qu’en
présence de Ca externe, méme en 'absence de Na externe (DoucLas et
PoisNEr 1964a). Une diminution de la concentration de sodium de la solution
d’incubation, loin de réduire, potentialise la libération hormonale. Dans une
certaine étendue de concentration de Ca, la sécrétion hormonale dépend du
rapport Ca/Na? (DrEIFuss et coll. 1971a), dont dépendent aussi d’autres
processus biologiques (KELLY 1965, WILBRANDT et KoLLER 1948). La sécré-
tion hormonale s’accompagne d’un gain de #*Ca par les neurohypophyses
stimulées (DoucLas et PoisNer 1964b, NorpMaNN 1973). Ces expériences
suggérent que, dans les terminaisons neurosécrétrices dépolarisées, du caleium
diffuse du milieu externe dans les cellules et que 1'élévation de la concentra-
tion de Cat+ cytoplasmique qui résulte déclenche la libération hormonale,

Il n’existe pas & notre connaissance de méthode qui permette de déter-
miner la concentration cytoplasmique de Ca++ dans des axones d’environ 1 y
de diamétre, Sur la base de résultats obtenus sur des cellules musculaires ou
nerveuses plus volumineuses, on estime généralement que la concentration
interne de Ca** y est de 'ordre de 102 4 10-7 M. Nous la considérons a priori
comme étant du méme ordre de grandeur dans la neurochypophyse. En pre-
sence d'une concentration de Ca*+ externe d’environ 1073 M, il doit exister
un puissant gradient qui tend a faire pénétrer du Ca dans les cellules. Le flux
transmembranaire de calcium (I¢ca) dépend de la perméabilité membranaire
au calcium (gcg) et de la force électromotrice (V-Eca) selon la formule

Ica = gca (V-Eca)
olt ¥V = potentiel de membrane

Eca = potentiel d’équilibre du calcium

? Immédiatement aprés le prélévement, la préparation perd une quantité appréciable de
composants cytoplasmiques, Aprés quelques minutes, une néo-membrane isole I'axo-
plasme du milieu externe et la perte cellulaire d’hormones et de cytoplasme n'excéde
pas 59, du contenu total initial par heure pendant I'incubation ultérieure.
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V a pu étre modifié expérimentalement et d'une maniére finement controlée
dans la synapse géante du ganglion stellaire du calmar. Kartz et MiLEDI
(1967) ont montré qu'une séerétion du médiateur ne 8’y observe en réponse i
la dépolarisation de la terminaison présynaptique que si V< K¢y et du
calcium injecté directement dans la terminaison présynaptique cause aussi la
libération du médiateur (MiLenr 1973). Ces résultats indiquent clairement
que le Ca agit intra-cellulairement pour promouvoir la neurosécrétion dans
cette préparation.

Nous avons obtenu des informations sur les mouvements transmembra-
naires de calcium dans la neurohypophyse en estimant la captation cellulaire
de #Ca. La sécrétion hormonale et I'influx de #Ca ont été comparés dans
diverses situations expérimentales: tous deux ont réguliérement varié dans
le méme sens (Tab, 1),

Le strontium et possiblement le barium peuvent remplacer le calcium
externe dans le couplage dépolarisation-séerétion (Buchas et coll. 1972), mais
les autres cations divalents ne peuvent pas se substituer au calcium. En fait,
sécrétion et influx de calcium sont fortement réduits en présence de magné-
sium et d’autres cations, tels le manganése et le cobalt (DrEIFTss et coll.
1973b). 11 pourrait étre argué qu’une réduction du flux transmembranaire de
Ca dans ces expériences ne résulte pas d’une action spécifique du Mg, du
Mn ou du Co sur la perméabilité calcique de la membrane, mais est une
conséquence de l'action «stabilisatrice de membrane» de concentrations
millimolaires de cations divalents. Une action sur les canaux de perméabilité
calciques en I'absence d’une diminution non spécifique de I'excitabilité mem-
branaire parait établie pour le 1) 600 (un dérivé méthoxylé du vérapamil), qui
agit a des concentrations beaucoup plus faibles, de I'ordre de 10> M (Fig. 2).

Ces observations indiquent que I'influx de calcium qui accompagne la
dépolarisation membranaire dans la neurochypophyse emprunte un canal de
perméabilité ionique semblable au «canal lent» au travers duquel du caleium
(et du sodium) pénétre dans d’autres cellules excitables. L'entrée de calcium
dans I'axone géant dépolarisé du calmar a pu étre subdivisée en deux compo-
santes, 'une de cinétique rapide, 'autre de décours temporel plus lent. Cette
derniére est abolie en présence de Mg, de Co, de Mn ou de D 600, mais n’est
modifiée ni par la tétrodotoxine (gqui bloque les canaux sodiques), ni par le
tétraéthyle-ammonium (qui interfére avec la perméabilité membranaire an
potassium) (BAKER et coll. 1973). Dans le muscle cardiaque, ou le potentiel
d’action a une forte composante calcique, le Co, le Mn et le D 600 en dimi-
nuent la durée (KoHLHARDT et coll. 1972, REUTER 1973); ces substances
réduisent aussi la séerétion d’acétylcholine au niveau de la jonction neuro-
musculaire (DEL CAsTILLO et KaTz 1954, MEIRI et RAHAMIMOFF 1972). (Cex
observations suggérent fortement que dans ces divers tissus, le calcium
entre dans les cellules par une voie ad hoc pour promouvoir la sécrétion ou
déclencher la contraction musculaire.

La phase initiale rapide d’entrée du calcium dans I'axone du calmar a un
décours temporel similaire au courant sodique et elle est abolie en présence
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Tableaun 1
Sécrétion hormonale (consécutive a la dépolarisation membranaire) et influx de ¥Ca
dans la neurohypophyse isolée en fonction de modifications de la composition de la
solution d’incubation®

Sécrétion Influx
Kt élevé + (1, 4] + [2, 5]8
Ca’ * abaissé - [1] -[2]
Na’ abaissé + [1, 3, 4] + [5]
Mg+ élevé -m -12]
Co*+ - 4] - 5]
Mnt+ - [4] - [5]
La** - [4) - [5]
D 600 - [4] - [5]
Tétrodotoxine 0 [4] 0 [5]

* + = augmenté; — = abaissé; 0 = non modifié.

& Références: 1: DoucLas et PorsNEr (1964a) ; 2: DovgLas et Poisngr (1964b); 3: DREL-
FUss et coll. (1971a); 4: Grav (1973); 5: NOoRDMANN (1973).
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Fig. 2. Effets du I} 600 sur la sécrétion hormonale et sur la captation de **Ca par la
neurchypophyse isolée. - Les colonnes blancher représentent les quantités moyennes
(=1 écart standard, n = 8) d’ocytocine libérées en 10 min dans un milieu dépolarisant
en présence de doses croissantes de D 600. La captation cellulaire de ¥*Ca a été déter-
minée pour des neurchypophyses incubées dans la méme solution et pour des prépara-
tions baignant dans un milien témoin. Les colonnes hachurées représentent la radio-
activité supplémentaire moyenne présente dans les préparations dépolarisées, — Tiré
de DrEerruss et coll. 1973b.

de tétrodotoxine. BAKER et coll. (1971) ont montré que les canaux sodiques
de la membrane ne sont pas entiérement spécifiques, mais laissent passer un
flux calcique rapide (Ig,) décrit par I'équation

ICa = #xa 2(V-Eg,)
oll gx, == perméabilité de l]a membrane au sodium
& = g0, /B Ng = 10
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Une contribution significative du calcium entrant dans les cellules an
travers du canal sodique a pu étre exclue dans le processus de sécrétion des
hormones neurohypophysaires, puisque la tétrodotoxine, a des concentra-
tions qui abolissent les potentiels d’action dans la neurchypophyse, n'affecte
ni 'influx de #Ca ni les quantités d’hormones libérées par dépolarisation
membranaire prolongée. Ces observations suggérent que dans la neurohypo-
physe, comme dans I'axone géant (Hongkin 1964), 'augmentation de la
perméabilité sodique de la membrane qui suit la dépolarisation est rapide-
ment inactivée. Il demeure plausible que I'entrée de calcium par les canaux
sodiques pourrait augmenter significativement la concentration cytoplasmi-
que de Cat*t Jorsque la séerétion est causée par un train de potentiels d’action,
lorsque les canaux sodiques sont probablement rapidement réactivés.

Calcium ef exocytose

Au niveau d'une synapse, le médiateur stocké dans la terminaison pré-
synaptique est séparé de la membrane post-synaptique par deux barriéres
de diffusion: la membrane vésiculaire et la membrane cytoplasmique. Puis-
qu’il est libéré de fagon & atteindre les récepteurs d'une maniére quasi syn-
chrone et & haute concentration, tout mécanisme qui n’aboutirait pas i
I'ouverture simultanée des deux barriéres est hautement improbable. En
conséquence, il a été suggéré que la neurosécrétion résulte d'un processus
d’exocytose (KaTtz 1969). La sécrétion des hormones neurohypophysaires
s'effectue vraisemblablement selon un mécanisme similaire, ot la membrane
des granules de neurosécrétion fusionne avec la eytomembrane et oli une
ouverture est formée au site d’accolement qui permet au contenu soluble des
granules de diffuser dans le milieu extra-cellulaire. Peu de données sont dis-
ponibles sur les mécanismes au moyen desquels une élévation de la concen-
tration cytoplasmique de Ca** peut favoriser ces processus. Quelques-unes
des hvpothéses ont été discutées ailleurs (DREIFUSs 1973).

Mécanismes d’extrusion du calcium

Dans la plupart des cellules excitables, la concentration cytoplasmique de
Ca*t est trés nettement plus faible que celle qui gerait nécessaire pour main-
tenir le caleium en équilibre thermodynamique. Comme la perméabilité
membranaire au calcium est basse, mais non nulle, au repos et comne elle
augmente pendant une dépolarisation membranaire, la concentration cyto-
plasmique de Ca'' ne peut étre maintenue, ou ramenée a sa valeur initiale,
que 8’1l existe dans ces cellules un processus qui assure I’extrusion du caleium
contre un gradient électro-chimique. Pour déterminer si un tel mécanisme
existe dans la neurohypophyse, nous avons étudié 'efflux de *>(fa dans des
préparations préalablement chargées en isotopes. Les résultats obtenus indi-
quent que l'efflux de Ca dépend, entre autres facteurs, du gradient trans-
membranaire de cations monovalents diffusibles (NoRDMANN et DREIFUSS
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1973). Dans nos conditions expérimentales, I'efflux de 4Ca tombe & environ
55%, de sa valeur témoin lorsque la solution d’incubation est dépourvue de
sodium et a des valeurs intermédiaires entre 1,0 et 0,55 lors de substitutions
partielles du sodium externe par la choline. Le fait que I'efflux calcique a un
Q,o de 2 indique que ce processus d’extrusion est peu coliteux du point de
vue énergétique.

Dans nombre de cellules non excitables, un processus actif d’extrusion du
calcium a été décrit, dont le fonctionnement s’accompagne d’une diminution
de la concentration cellulaire d’adénosine triphosphate (SCHATZMANN et
Vicenz 1969). A l'opposé, le mécanisme d’expulsion du calcium dans diverses
cellules excitables a une énergie d’activation basse et son fonctionnement
dépend de 'existence d’un gradient électro-chimique pour le sodium (REu-
TER et SEITZ 1968). Nos résultats suggérent que ce second mécanisme opére
aussi dans la neurchypophyse.

Dans 'axone géant du calmar, il a été postulé qu’un ion calcium est éjecté
dans le milieu externe par un mécanisme de contre-transport chaque fois que
2-3 ions sodium diffusent selon leur gradient chimique dans 'axoplasme
(BLausTEIN et HODGKIN 1969). Dans un processus de ce type, la concen-
tration de Ca*+ interne (Ca;) s’établit selon la formule

Naj' Ca,

Nag

Ca; =

ol 'exposant n représente le nombre de molécules de sodium qui 8’échangent
contre un calcium et les indices i et e correspondent respectivement aux
milieux interne et externe. Pour n = 2, ’échange ne s’accompagne pas d’un
transfert net de charge; pour n>>2, le contre-transport serait électrogéne si
Pexcés de sodium entrant n’est pas contrebalancé par un nombre approprié
de cations sortants ou d’anions entrants.

Conelusion

Lorsque la membrane plasmatique d’une terminaison neurosécrétrice est
dépolarisée, du calcium externe diffuse dans les cellules au travers de canaux
membranaires dont la cinétique est vraisemblablement lente. Le mode d’ac-
tion intra-cellulaire du caleium est encore inconnu, mais on peut spéculer
qu’il pourrait jouer un réle de cofacteur dans une réaction qui permet 1'ad-
hésion des granules de neurosécrétion 4 la membrane plasmatique et dans les
remaniements caractéristiques de l'exocytose de la structure des mem-
branes (DREIFUSS et coll. 1973a). La concentration de Ca*+ cytoplasmique
est ramenée & son taux initial aprés expulsion du calcium excédentaire; une
fraction de cette expulsion parait pouvoir se faire en échange de sodium
externe. Aussi bien la propagation des potentiels d’action qui déclenchent la
sécrétion in vivo que le fonctionnement de I'échange Ca-Na dépendent du
maintien d’un gradient transmembranaire de sodium, donc de la pompe a

8 Bull, achweiz, Akod. med, Wiss, 1974 113



Fig. 3. Schéma d'une terminaison neurosécrétrice ot 'on reconnait la membrane plas-
matique, un granule de neurosécrétion dans le evtoplasme, un granule au cours du pro-
cessus d'exocytose ¢t une mitochondrie. — La concentration cvtoplasmique de ('a

dépend de I'entrée de caleium au cours de la dépolarisation (2), de I'échange Ca interne

Na externe (3) et de la capaeité qu'a la cellule d’accumuler du caleium dans des organites
intracellulaires (4). 1, pores sodiques de la. membrane; 5, pompe a sodium. Par un mé
canisme encore inconnu (6), le Ca* favorise I'accolement des granules a la membrane
plasmatique et conduit & une réorganisation moléculaire au site de fusion qui met le
contenu granulaire en contact avee le milien externe; des protéines membranaires (7)
pourraient intervenir au cours de ce processus, La membrane dépolarisée est finement

hachurée. - TTX - tétrodotoxine; (‘N = cyvanure, — Tiré de Norpmans 1973,

sodium i laquelle I'adénosine triphosphate fournit son énergie. Quelques-uns
des mécanismes qui déterminent la concentration cytoplasmique de caleiun,
ionisé sont illustrés schématiquement dans la Fig. 3.

Résume

Lia neurohypophyse de rat, incubée in vitro, a servi de modéle expérimen
tal dans une étude sur le role du caleium dans la séerétion. 1l existe une corré
lation positive entre les quantités d’hormones séerétées et 'influx de ¥y
dans les cellules. Comme I'influx de calecium et la libération hormonale sont
réduits en présence de Mn' ', de (o et de D 600, mais ne sont pas affectés
par la tétrodotoxime, il est conclu que 'entrée de ecalcium s'effectue via

114



semblablement au travers d’'un canal membranaire & cinétique lente sem-
blable & celui décrit dans ’axone géant du calmar. L’élévation de la concen-
- tration cytoplasmique de Cat+, qui observe au cours d’'une dépolarisation
membranaire active la sécrétion, laquelle s’effectue vraisemblablement par
exocytose. Du calcium peut étre expulsé des cellules par un mécanisme qui ne
dépend pas directement de la présence de composés phosphorés riches en
énergie et qui consiste en un échange de calcium interne pour du sodium
externe, :

Zusammenfassung

Die in vitro inkubierte Neurohypophyse der Ratte diente als experimen-
telles Modell fiir eine Untersuchung iiber die Rolle des Kalziums beim Sekre-
tionsvorgang. Es besteht eine positive Korrelation zwischen der sezernierten
Hormonmenge und dem Influx von #Ca in die Zellen. Da der Kalziumein-
strom und die Hormonausschiittung in Gegenwart von Mangan- und
Kobaltionen sowie von D 600 reduziert, jedoch von Tetrodotoxin nicht be-
einflusst wird, schliessen wir, dass das Kalzium durch einen Membrankanal
von langsamer Kinetik eingeschleust wird, wie beim Riesenaxon des Tinten-
fisches. Die Erhéhung der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration wihrend
der Membrandepolarisation aktiviert die Hormonabgabe. Diese scheint sich
im Sinne der Exozytose zu vollziehen. Der Efflux des internen Kalziums ist
nicht direkt von energiereichen Phosphatverbindungen abhéngig und erfolgt
als Austausch mit dem externen Natrium,

Riassunto

La neuroipofisi del ratto, incubata in vitro, & stata utilizzata come modello
sperimentale in uno studio sul ruolo del calcio nella secrezione. Esiste una
correlazione positiva tra le quantita di ormoni secretati e I'afflusso di ¥Ca
nelle cellule. Siccome I’afflusso di calcio e la liberazione di ormoni sono ridotti
in presenza di Mnt+, di Cot+ e di D 600, ma non influenzati dalla Tetrodotos-
sina, 81 pud concludere che 'entrata di calcio si effettua verosimilmente attra-
verso un canale della membrana a cinetica lenta, simile a quello descritto nel
cilindrasse gigante del calamaro. L’aumento della concentrazione citoplas-
matica di calcio, osservato nel corso di una depolarizzazione della membrana,
attiva la secrezione che si effettua verosimilmente per exocitosi. Del calcio
pud venir espulso dalle cellule grazie ad un meccanismo che non dipende
direttamente dalla presenza di composti fosforici ricchi di energia e che
consiste in uno scambio di caleio interno contro del sodio esterno.

Summary

The neurohypophysis of the rat, incubated in vitro, served as a model for
a study on the role of calcium in secretion. There is a positive correlation
between the quantity of hormone secreted and the influx of 4Ca into the
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cells. As the influx of ealcium and the liberation of hormone are both reduced
in the presence of Mn**, of ('o=* and of D 600, but are not affected by
tetrodotoxin, it is concluded that calcium entry occurs thrcugh a slow
membrane channel similar to that described in the squid giant axon. The rise
in cytoplasmic Ca'' concentration which follows membrane depolarization
activates secretion, which probably occurs by exocytosis. Some caleium may
be expelled from the cells by a mechanism which does not directly depend
on energy-yielding metabolic reactions, and which consists in an exchange
of internal calcium for external sodium.
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