N
N

N

HAL

open science

Pituitary organoids: tools to characterize pituitary
development, plasticity and pathologies?

Catherine Taragnat, Xavier Cayla, Bertrand Pain

» To cite this version:

Catherine Taragnat, Xavier Cayla, Bertrand Pain. Pituitary organoids: tools to characterize pitu-
itary development, plasticity and pathologies?. INRAE Productions Animales, 2023, 36 (2), pp.7661.

10.20870 /productions-animales.2023.36.2.7661 . hal-04228528

HAL Id: hal-04228528
https://hal.inrae.fr /hal-04228528
Submitted on 4 Oct 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/hal-04228528
https://hal.archives-ouvertes.fr

5 @ §I>II\RI($D'L[\JETIONS
"o @, 3
e ® <ANIMALES INRAY

INRAE Prod. Anim.,
2023, 36 (2), 7661

Organoides hypophysaires :
des outils pour caractériser
le developpement, la plasticite

et les pathologies hypophysaires ?

TARAGNAT Catherine', CAYLA Xavier', PAIN Bertrand?

'CNRS, IFCE, INRAE, Université de Tours, PRC, Nouzilly, France
2University of Lyon, Université Lyon 1, INSERM, INRAE, Stem Cell and Brain Research Institute, U1208, USC1361, Bron, France

Courriel : catherine.taragnat@inrae.fr

B L'hypophyse, chef d'orchestre des grandes fonctions de l'organisme, doit sans cesse s'adapter aux variations
de son microenvironnement, qu'elles soient d'origine physiologique (puberté, cycles cestriens, vieillissement.....),
contextuelles (nutrition, environnement...) ou pathologiques (adénomes, infections bactériennes ou
virales...). Pour tenter de comprendre les mécanismes mis en ceuvre dans cette adaptation, des modeles in vitro
tels que les organoides apparaissent comme des outils pertinents pour étudier le développement de I'hypophyse
et sa fonction sécrétoire si variée. Les applications qui en découlent peuvent s'inscrire dans des situations

physiologiques, pathologiques ou agronomiques.

Introduction

Chez un grand nombre d’animaux,
I'adaptation aux variations de l'en-
vironnement extérieur ou interne,
qgu'elles soient d'origine physiolo-
gique (puberté, cycles cestriens, vieil-
lissement...), contextuelles (nutrition,
environnement...) ou pathologiques
(adénomes, infections bactériennes
ou virales...) s‘appuie en partie sur
la glande hypophysaire, qualifiée de
glande « maitresse ». Celle-ci est consti-
tuée de 2 lobes : le lobe antérieur (ou
adénohypophyse) responsable de la
synthése d’hormones et le lobe pos-
térieur (neurohypophyse) composé de
tissu nerveux. De la taille d'un pois chez
I’'humain ou les ovins, I'hypophyse est
située sous le cerveau dans une cavité
osseuse appelée selle turcique. Elle est
reliée a I'hypothalamus, région du cer-
veau localisée sous le thalamus, grace
a la tige hypophysaire. Cette derniére

assure une relation anatomique et fonc-
tionnelle entre les deux organes notam-
ment via le systéme vasculaire située
dans I'’éminence médiane (figure 1).

Sous l'influence de I'hypothalamus,
I'hypophyse antérieure produit des hor-
mones clés qui agissent sur des organes
cibles et régulent ainsi des processus
physiologiques fondamentaux tels que
la croissance, le métabolisme, le stress
ou encore la reproduction. Ces hor-
mones sont synthétisées et sécrétées

Encadré 1. Qu’est-ce que 'homéostasie ?

par des types cellulaires spécialisés
pour chaque fonction (figure 1). Afin de
parvenir a une régulation optimale des
processus physiologiques, I'hypophyse
doit controler de maniére précise la pro-
duction de ces hormones et I'ajuster en
permanence en réponse aux change-
ments d’environnement pour maintenir
I'homéostasie (encadré 1).

La plasticité hypophysaire repose
sur des variations de la synthese et de
la sécrétion d’hormones, du nombre

Homéostasie est un mot créé par W. B. Cannon (1871-1945) a partir de 2 mots grecs : stasis (« état ») et
homoios (« semblable ») etinspiré du concept élaboré par Claude Bernard (1813-1878) selon lequel « Tous les
mécanismes vitaux, quelque variés quils soient, n'ont toujours qu'un but, celui de maintenir I'unité des condi-
tions de la vie dans le milieu intérieur ». |'homéostasie définit la capacité d'un organisme a maintenir Iéqui-
libre de son milieu intérieur malgré les variations du milieu extérieur. Cet équilibre concerne les constantes
physiologiques (débit sanquin, température corporelle, tension artérielle, concentrations hormonales. . .).
Pour maintenir cet équilibre, deux systemes jouent un role essentiel : le systéme nerveux autonome et le
systeme endocrinien, capables de détecter et de corriger des changements dans le milieu interne.
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Organisation du complexe hypothalamo-hypophysaire chez les mam-
miféres (adaptée de Trudeau et Somoza, 2020).
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de cellules impliquées dans une fonc-
tion ainsi que sur des modifications
structurales.

A titre d’exemple, dans de nom-
breuses espéces, la fonction de repro-
duction se caractérise chez la femelle
par des variations importantes des
niveaux circulants d’hormones gona-
dotropes produites par I’hypophyse,
LH (hormone lutéinisante ; Luteinizing
Hormone en anglais) et FSH (hormone
folliculostimulante ; Follicle Stimulating
Hormone en anglais) lors du déclen-
chement de la puberté puis au cours
des cycles cestriens en réponse a des
régulateurs hypothalamiques et ova-
riens mais également hypophysaires
(McNeilly et al., 2003 ; Derouin-Tochon
etal.,, 2019). Ces changements, asso-
ciés a des modifications de la synthése
des hormones LH et FSH ainsi que de
la proportion de cellules gonadotropes
hypophysaires, peuvent également étre
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modulés par des facteurs externes envi-
ronnementaux tels que I'alimentation,
le stress, les xénobiotiques ou encore la
durée du jour chez les espéces a repro-
duction saisonnée. Si I'ajustement pré-
cis du ratio LH/FSH a des périodes clés
est un élément essentiel pour assurer
le contréle du moment et du nombre
ovulations, comme en témoignent les
altérations de fertilité liées aux pertur-
bations de ce rapport, les mécanismes
associés a la régulation de ce taux et a
la plasticité des cellules gonadotropes
sont encore peu connus. De récents
travaux suggérent que les cellules
souches/progénitrices, identifiées dans
I'hypophyse adulte pourraient étre des
acteurs importants (Rizzoti et al., 2013 ;
Coxetal., 2019).

Dans l'objectif de décrypter les
mécanismes cellulaires et moléculaires
sous-jacents a ces processus d'ajuste-
ment ainsi que lI'implication des cellules

souches, des modéles cellulaires in vitro
sont tres utiles a condition qu'ils repro-
duisent au plus prés le fonctionnement
del'organe. Depuis peu, les modéles de
culture tridimensionnels (3D) de type
organoide, qui visent a recréer in vitro
des mini-organes a partir de cellules
souches ou progénitrices, constituent
un outil séduisant pour explorer les
fonctions physiologiques. En effet, ces
cellules cultivées en 3D dans un environ-
nement adapté s'auto-organisent pour
reconstituer l'architecture de l'organe
d'origine, ce que ne permettent pas les
cultures 2D plus conventionnelles. Cette
dimension tridimensionnelle permet a
ces organoides d’exprimer certaines des
fonctions physiologiques du tissu qu'ils
essayent de mimer le plus précisément
possible. Ces organoides peuvent ainsi
étre utilisés pour étudier les proces-
sus de développement, d'organisation
et d’'arrangement des tissus. De plus,
ils représentent aussi des modeéles
d’étude pour la compréhension des
mécanismes de physiologie et physio-
pathologie ou pour évaluer I'impact de
certaines molécules a visée thérapeu-
tique. En outre, ces nouveaux modéles
simposent comme des alternatives
prometteuses aux expérimentations
animales et, en les « remplacant » ou au
moins les « réduisant », contribuent au
respect de la regle des 3R. Les modeles
d'organoides, tous tissus confondus,
actuellement développés sont surtout
des modeles murins et humains, sus-
ceptibles de répondre aux enjeux de
santé humaine. Les organoides issus
de tissus d’animaux de rente, méme
si encore peu présents dans la littéra-
ture, sont en cours de déploiement, par
exemple pour l'intestin, le poumon ou
le muscle. Pour I'hypophyse, la mise en
place des organoides est encore balbu-
tiante et elle n'est abordée actuellement
que sur les modeles murins et humains.
Quelle que soit l'espéce concernée,
I'ensemble de ces nouveaux modéles
représente des outils attrayants qui
pourraient permettre de répondre aussi
bien a des questions de recherche fon-
damentale pour comprendre le fonc-
tionnement physiologique normal,
que pour des applications en santé
animale ou d'agro-écologie, concer-
nant par exemple les questionnements
autour de I'adaptation au changement
climatique.
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Dans cette revue visant a faire un état
des lieux des modeéles d'organoides
hypophysaires disponibles ou en cours
de développement, nous nous intéres-
serons plus particuliérement a I'hypo-
physe antérieure. Nous commencerons
par décrire 'anatomie et I'histologie de
I'hypophyse, sa mise en place au cours
du développement de I'animal, puis
son aptitude a la plasticité chez I'adulte
avant d'évoquer les modeles in vitro
permettant son étude et notamment le
modéle organoide, en cours de déve-
loppement dans les espéces murine et
humaine, dont les potentielles applica-
tions sont multiples.

1. L'hypophyse :
une glande orchestre

B 1.1. Anatomie et histologie
de I'hypophyse

L'hypophyse est constituée de
deux lobes formés de tissus différents

( )

- le lobe antérieur ou adénohypo-
physe, tissu glandulaire, qui regroupe
la pars distalis, la pars tuberalis et la pars
intermedia.La pars distalis, formée de cel-
lules endocrines, représente la majeure
partie de la glande tandis que la pars
tuberalis prolongeant la pars distalis vers
le haut enveloppe la tige hypophysaire.
Quant a la pars intermedia, située entre
la pars distalis et le lobe postérieur, elle
est présente ou non selon les especes.
On la retrouve chez de nombreuses
espeéces mais elle est absente chez les
oiseaux et peu développée chez I'hu-
main. L'adénohypophyse contient des
cellules sécrétrices qui produisent des
hormones régulant les grandes fonc-
tions de l'organisme.

- le lobe postérieur ou neurohypo-
physe, tissu nerveux, qui est composé
de la pars nervosa. Ce lobe se trouve en
continuité avec la tige hypophysaire qui
assure la liaison de I'hypophyse a I'hy-
pothalamus. La pars nervosa contient
les terminaisons axonales de neurones
appelés magnocellulaires, du fait de
leur grande taille, dont les corps cellu-
laires siegent dans I’hypothalamus. Ces
terminaisons stockent l'ocytocine et la

vasopressine, aussi appelée hormone
anti-diurétique, (ADH pour Antidiuretic
Hormone en anglais) dans des vésicules.
Sous l'effet d'un influx nerveux, ces hor-
mones sont libérées dans des capillaires
sanguins. Locytocine intervient dans la
lactation et les contractions utérines et
I’ADH régule I'équilibre hydrique de l'or-
ganisme. La neurohypophyse dispose
d'un réseau de capillaires sanguins ainsi
que de cellules de type glial, les pitui-
cytes, qui assurent l'interface entre les
hormones et le réseau vasculaire.

L'hypophyse est vascularisée grace
aux arteres hypophysaires supérieures
et inférieures, issues de I'artére carotide
interne. Ladénohypophyse est irriguée
par l'artére hypophysaire supérieure
via le systéme porte hypothalamo-hy-
pophysaire qui réside dans I'éminence
médiane au cceur de la pars tuberalis.
Ce systeme porte assure les relations
neurovasculaires entre I'hypothalamus
et I'hypophyse et convoie les facteurs
hypothalamiques régulant I'activité de
I'adénohypophyse. La vascularisation
de la neurohypophyse s'effectue sépa-
rément a partir de l'artére hypophysaire
inférieure.

Il est intéressant de remarquer que
si I'anatomie du complexe hypotha-
lamo-hypophysaire est similaire chez
beaucoup de vertébrés, I'éminence
médiane et le systéme porte hypotha-
lamo-hypophysaire sont absents chez
les poissons téléostéens représentant
la majorité des especes de poissons
actuels (ony trouve le saumon, la truite,
le thon...).Dans ce cas, une innervation
directe de I'hypophyse par les terminai-
sons des neurones hypothalamiques est
observée (Trudeau et Somoza, 2020).
Chez le poisson zebre et le medaka,
poissons téléostééns utilisés comme
modeles en biologie, les projections des
neurones hypothalamiques suivent de
pres la vascularisation de I'hypophyse,
suggérant un possible systéme de
transport vasculaire chez les poissons
(Fontaine et al., 2020a).

L'adénohypophyse est une des
glandes les plus complexes de l'orga-
nisme, constituée de plusieurs popu-
lations cellulaires distinctes. Il s'agit

d’'une glande réticulée au sein de
laquelle les cellules sont regroupées
dans des cordons, sorte d'ilots entre
lesquels se trouvent les capillaires san-
guins constitués notamment de cellules
endothéliales, ainsi que des cellules
immunitaires et du tissu de soutien
( ). Les approches de microsco-
pie bi-photonique permettant dima-
ger les cellules dans la profondeur de
la glande ont mis en évidence que les
cellules d'un méme type cellulaire s'or-
ganisent en réseau tridimensionnel en
se connectant entre elles formant ainsi
des réseaux homotypiques (Bonnefont
etal., 2005). De plus, les cellules de
différents types cellulaires peuvent se
connecter entre elles pour former des
réseaux hétérotypiques.

Au sein des cordons de la pars dista-
lis, cinq types cellulaires endocrines se
distinguent alors qu'un sixiéme type
est présent dans la pars intermedia.
Chacune de ces populations cellu-
laires se distinguent par la production
d’hormones qui leur sont spécifiques

( ).

Les cellules les plus nombreuses sont
les cellules somatotropes représentant
environ 50 % de I'ensemble des cellules
tandis que les moins abondantes sont
les cellules thyréotropes (environ 5 %).
Chacun des autres types cellulaires
constitue 5 a 15 %. On retrouve des
cellules thyréotropes et gonadotropes
dans la pars tuberalis.

Chezles poissons téléostéens, un type
cellulaire supplémentaire est trouvé
dans la pars distalis. || s'agit des cellules
somatolactotropes qui produisent la
somatolactine, impliquée dans la pig-
mentation de la peau (Kaneko, 1996).

Alors que chez la plupart des mam-
miféres, les types cellulaires, répar-
tis de maniére régionalisée pendant
I'embryogenése, se retrouvent disper-
sés au sein du tissu chez I'adulte, les
populations cellulaires des poissons
téléostéens respectent une distribution
fortement régionalisée tout au long de
la vie (Trudeau et Somoza, 2020). Chez
les oiseaux, les cellules gonadotropes
sont réparties dans lI'ensemble de la
pars distalis tandis que les cellules lac-
totropes, corticotropes et thyréotropes

INRAE Productions Animales, 2023, numéro 2



4/ TARAGNAT CATHERINE, CAYLA XAVIER, PAIN BERTRAND

Types cellulaires endocrines de l'adénohypophyse et hormones produites.

Tvpe Facteurs
cellllll?aire Hormones | Organes cibles | Effets principaux Fonction régulée de régulation
hypothalamiques
. Glandes Production de .
Corticotrope ACTH surrénales glucocorticoides Stress CRH : stimulateur
Production
Gonadotrope LH, FSH Gonades d’hormones . Reproduction GnRH : stimulateur
sexuelles/ Production
de gametes
Pars Glande . . . DA : inhibiteur
distalis Lactotrope PRL mammaire Production de lait Lactation TRH : stimulateur
Os, muscles, . , GHRH : stimulateur
Somatotrope GH Foie, tissu Prp duction d I‘G F/ Croissance Somatostatine :
X néoglucogenése L
adipeux inhibiteur
Production Métabolisme
Thyréotrope TSH Thyroide d’hormones du corns TRH : stimulateur
thyroidiennes P
Reproduction
Conversion saisonnée, régulation
. hotopériodique Mélatonine
Thyréotrope TSH Hypothalamus des hormones P ) hor o
Pars y P yp thyroidiennes de l'appétit, (Glande pinéale)
tuberalis prise alimentaire,
comportement
Gonadotrope LH
N DA : inhibiteur
Z?gfmedia Mélanotrope MSH Peau Smgp:r?i?]ge TRH : stimulateur
+ autres facteurs

ACTH : AdrenoCorticoTropin ou hormone adrenocorticotrope, LH : Luteinizing Hormone ou hormone lutéinisante, FSH : FolliculoStimulating Hormone ou hormone
folliculostimulante, PRL: prolactine, GH : Growth Hormone ou hormone de croissance, TSH: Thyroid Stimulating Hormone ou hormone stimulant la thyroide
ou thyréotropine, MSH : Melanocyte Stimulating Hormone ou hormone mélanotrope, IGF : Insulin Growth Factor, CRH : Corticotropin Releasing Hormone ou
corticolibérinetrudeau, GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone ou hormone de libération des gonadotropines, DA : dopamine, TRH: Thyrotropin Releasing
Hormone ou hormone thyréotrope, GHRH : Growth Hormone Releasing Hormone ou hormone de libération de GH.

sont restreintes a la partie céphalique
et les cellules somatotropes a la partie
caudale de la pars distalis (Mikami et
Yamada, 1984).

Les cellules endocrines libérent leur
sécrétion vers les capillaires veineux
situés a proximité qui rejoignent la cir-
culation générale.

Dans les cordons, a ces cellules endo-
crines aux fonctions bien spécifiées,
s'ajoutent des cellules folliculostellaires.
Il s'agit de cellules non endocrines, a la
forme étoilée qui peuvent représenter
jusqu'a 10 % des cellules hypophysaires.
Elles sont étroitement connectées aux
cellules endocrines et contribuent de
maniére essentielle a la régulation et au

INRAE Productions Animales, 2023, numéro 2

maintien de ces derniéres grace a leur
organisation en réseau (Vila-Porcile,
1972 ; Fauquieret al., 2001 ; Le Tissier et
Mollard, 2021). Au sein de cette popu-
lation, I'expression de genes typiques
des cellules souches a été observée
(Fauquier et al., 2008 ; Yoshida et al.,
2011 ; Andoniadou et al., 2013). D'aprés
le profil d'expression de génes établi
par étude transcriptomique a l'échelle
de la cellule unique, les cellules folli-
culostellaires se répartiraient en deux
populations : 'une située dans la zone
située entre la pars intermedia et la pars
distalis de I'hypophyse appelée zone
marginale, présentant des propriétés de
cellules souches et l'autre répartie dans
la pars distalis correspondant a des cel-
lules différenciées typiques des cellules

folliculostellaires initialement décrites
(Fletcher et al., 2023).

Plus récemment, l'existence de cel-
lules souches/progénitrices dans I'hy-
pophyse chez|'adulte a été démontrée,
notamment chezles rongeurs, I'humain,
la vache ou encore le poisson zébre et le
médaka (Chenetal., 2005 ; Leporeet al.,
2005 ; Fauquier et al., 2008 ; Chen et al.,
2009 ; Garcia-Lavandeira etal., 2009 ;
Weiss et al., 2009 ; Garcia-Lavandeira
etal.,, 2012 ; Rizzoti et al., 2013 ; Oguchi
etal., 2021). Les cellules souches/pro-
génitrices aussi détectées chez le jeune
animal, présentent des caractéristiques
typiques des cellules souches trou-
vées chez I'embryon : elles expriment
des marqueurs protéiques de cellules
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souches/progénitrices tels que SCA-1,
OCT-4, SOX2, SOX9, CD133, NESTIN,
NOTCHT, et ne synthétisent pas d’hor-
mone ( ).

De plus, placées in vitro, les cellules
souches/progénitrices sont capables
de former des sphéres non adhérentes,
pituisphéres, dont les cellules peuvent
s'auto-renouveler ou se différencier
dans les différents lignages cellu-
laires hypophysaires en présence de
milieux de culture adaptés ( )
(Vankelecom, 2010 ; Rizzotiet al., 2016 ;
Hastonetal., 2018 ; Laporteet al., 2021).

Au sein de I'hypophyse, les cellules
souches identifiées chez I'adulte a
I'aide du marqueur SOX2 se trouvent
essentiellement dans la zone marginale,
région située entre la pars intermedia
et la pars distalis et quelques-unes sont
dispersées dans la pars distalis ( )
(Fauquier etal., 2008). Ces cellules
souches multipotentes résident dans
un microenvironnement spécifique,
appelé niche, qui fournit les facteurs
indispensables & leur maintien. A l'inté-
rieur de cette niche, les cellules souches
interagissent avec les autres types cel-
lulaires présents comme les cellules
endothéliales ou les pituicytes et éga-
lement avec leurs descendants, c'est-a-
dire les cellules destinées a devenir des
cellules endocrines, pour assurer leur
prolifération et leur expansion (Russell
etal.,, 2021 ; Willis etal., 2022 ; Fletcher
etal., 2023).

Une des questions qui est apparue
est de savoir si ces cellules souches/
progénitrices forment une seule popu-
lation apte a se différencier en différents
types cellulaires ou s'il existe différentes
populations possédant chacune une
possibilité de différenciation plus res-
treinte. De récentes études basées
sur l'analyse du transcriptome de cel-
lules uniques révélent que ces cellules
souches/progénitrices présentes dans
I'hypophyse adulte ne forment pas un
seul groupe (Haston etal., 2018, Ruf-
Zamojskiet al., 2021, Zhang et al., 2022).
Grace a des analyses du transcriptome
de chaque noyau cellulaire individualisé
(« single nucleus RNA sequencing », en
anglais), Zhang et al. (2022) ont montré
chez I'humain que les cellules souches
hypophysaires se répartissaient en une

Exemple de marqueurs protéiques utilisés pour identifier des cellules

souches/progeénitrices.

Marqueurs spécifiques des cellules souches :

NANOG : Il s'agit d'un facteur de transcription impliqué de maniére critique dans I'auto-renouvellement des

cellules souches indifférenciées

NOTCH1 : « Neurogenic locus notch homolog protein » est un récepteur membranaire

0CT-4 : « Octamer-binding transcription factor 4 » est un facteur de transcription qui sexprime dans les
cellules souches pluripotentes. Il est essentiel pour assurer I'auto-renouvellement des cellules souches

SOX2 : « Sex determining region Y-box 2 » est un facteur de transcription critique pour le maintien de 'au-

to-renouvellement des cellules souches indifférenciées

Marqueurs trouvés dans les cellules souches et les cellules progénitrices :

(D133 : L'antigene (D133, également connu sous le nom de prominine-1, est une glycoprotéine

transmembranaire

NESTIN : Il s'agit d'une protéine du cytosquelette exprimée dans les cellules souches mais aussi dans des
cellules progénitrices. Ce marqueur n'est donc pas spécifique des cellules souches

SCA-1: « Stem Cell Antigen 1 » est une protéine de surface

SOX9 : « Sex determining region Y-box 9 » est un facteur de transcription exprimé dans les cellules souches

et progénitrices

population de cellules souches non pro-
grammeées et une population de cellules
progénitrices déja engagées dans une
voie de différenciation, chacune de ces
populations étant caractérisée par une
expression génique spécifique. Parmi
les cellules souches qui expriment SOX2
se trouvent une sous-population de cel-
lules folliculostellaires qui disposent de
capacités d'auto-renouvellement et de
différenciation (Fauquier et al., 2008 ;
Yoshida et al., 2011 ; Andoniadou et al.,
2013 ; Le Tissier et Mollard, 2021). Les
données issues des technologies de
séquencage de la cellule ou du noyau
unique, de plus en plus nombreuses,
représentent des informations ines-
timables qui permettront de mieux
définir les compositions cellulaires des
cellules souches notamment ainsi que
les interactions entre toutes les cellules
composant I'adénohypophyse.

Le réle fonctionnel des cellules
souches/progénitrices est loin d'étre
élucidé. Elles pourraient participer a ren-
forcer des pools de cellules endocrines
lors de changements physiologiques
et/ou contribuer a la régénération de
l'organe suite a une lésion patholo-
gique (cf. paragraphe 1.3). Des études
de lignages cellulaires, suivis par la
dynamique d'expression de SOX2, ont

montré la génération de cellules endo-
crines chez I'adulte, mais a un trés faible
taux suggérant un caractére essentielle-
ment quiescent de ces cellules au sein
de I'hypophyse (Andoniadou etal.,
2013 ; Rizzotiet al., 2013 ; Laporteet al.,
2021). Il faut noter que leur contribu-
tion aux cellules endocrines est plus
forte pendant la période néonatale
(Andoniadou et al., 2013 ; Rizzoti et al.,
2013 ; Laporte etal., 2022). C'est en
effet au moment de la naissance que
le nombre de ces cellules est le plus
important avant une diminution qui se
poursuit tout au long de la vie (Garcia-
Lavandeira et al., 2009 ; Gremeauxet al.,
2012). Chez la souris adulte, une lésion
induite expérimentalement des cellules
somatotropes entraine une proliféra-
tion importante des cellules souches,
suivie par l'expression de I'hormone
somatotrope GH les mois suivants (Fu
etal., 2012 ; Willems et al., 2016).

H 1.2. Développement

de 1'hypophyse au cours
de l'organogeneése

Au cours de I'embryogenése, I'hypo-
physe antérieure nait a partir de la créte

INRAE Productions Animales, 2023, numéro 2
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Encadré 3. Qu’est-ce qu’une pituisphére ?

Les pituispheres, prémices d'organoides hypophysaires, sont des groupes de cellules souches issues de I'hypophyse, de forme sphérique, qui se forment in vitro dans

(chaque sphére provient de la multiplication d'une seule cellule) peuvent étre multipliées

par dissociation et remise en culture des cellules dissociées, selon un processus d‘auto-renouvellement qui est une propriété caractéristique d'une cellule-souche.

peuvent également étre mises en présence d'un milieu adapté pour étre induites par différenciation en un type cellulaire mature donné. Elles offrent ainsila possibilité
d'étudier la fonction des cellules souches/progénitrices et d'identifier les facteurs susceptibles de modifier leur devenir.

@
O
Dissociation ee® @
cellulaire e ®
- X ©
Dissociation O o Pituispheres PY
cellulaire e o Culture
o O —P
@
O o \ .
Hyp9|?hyse Culture dans
antérieure milieu de différenciation

Différenciation cellulaire

Multiplication des pituisphéres

Culture

Représentation schématique de l'obtention de pituisphéres (prémices d'organoides) (représentées par le groupement de cellules rouges) a partir d'hypophyses.
Les images représentant les cellules hypophysaires dissociées et les pituisphéres (a J9 de culture) sont issues de Chen et al, 2005.

Figure 2. Représentation schématique de l'organogenése hypophysaire et
des facteurs de transcription principaux intervenant dans le développement
hypophysaire.

E7.5 E 8.5 E 10.5 E12.5 E17.5 E19.5
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A Ect. Hypothalamus Hypothalamus_
neural . BMP4

BMP4

FGF8 ] Lobe
WNT \ Lobe postérieur
BMP2 antérieur,
Ect.
SHH SHH

oral
SHH SHH

Créte neurale

Poche de Poche de Poche de Hypophyse
Futur Rathke Rathke Rathke
hypothalamus  Future naissante rudimentaire définitive

hypophyse
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Organogenese hypophysaire et ses facteurs de croissance et molécules morphogenes (A) et facteurs de
transcription principaux intervenant dans le développement hypophysaire (B) chez la souris entre les
stades embryonnaires E 8.5 (signifiant 8,5 jours d'age embryonnaire) et E17.5. La naissance intervient a E21
Ect. Oral : Ectoderme Oral ; Ect. Neural : Ectoderme Neural. Les abréviations sont définies dans I'encadre 4
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neurale antérieure par invagination de
I'ectoderme oral qui, en proliférant,
forme une structure appelée la poche
de Rathke, précurseur de I'hypophyse
antérieure (Couly et Le Douarin, 1988)
(figure 2A). Cette derniere est consti-
tuée de cellules souches qui ne pro-
duisent pas encore d’hormone.

La formation de la poche de Rathke
débute au milieu de la quatriéme
semaine de gestation chez I'humain et
a 8,5 jours de stade embryonnaire (E8.5)
chez la souris. La partie adjacente de la
créte neurale antérieure, lI'ectoderme
neural, est, elle, a l'origine de I'hypo-
thalamus et du lobe postérieur de I'hy-
pophyse qui se développe en étroite
proximité avec la poche de Rathke.

Le contact entre l'ectoderme neural
du diencéphale ventral (le diencéphale
est la partie du cerveau située entre les
deux hémispheéres cérébraux) qui s'éva-
gine et s'épaissit (dés E10.5 chez la sou-
ris) et la poche de Rathke est essentiel
au succés de l'organogenese hypophy-
saire (Treier et Rosenfeld, 1996 ; Treier
etal., 1998). Outre l'induction et la
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Glossaire des molécules morphogénes et des principaux facteurs de
transcription impliqués dans l'organogenése hypophysaire.

Molécules morphogénes :

BMP2 : Bone Morphogenetic Protein 2, protéine 2 de morphogenese des 0s

BMP4 : Bone Morphogenetic Protein 4, protéine 4 de morphogenese des 0s

FGF8 : Fibroblast Growth Factor 8, facteur de croissance des fibroblastes

SHH : Sonic Hedgehog
WNT : Wingless iNTegration

Facteurs de croissance : 7

GATA2 : Protéine a doigt de zinc se fixant sur la séquence ADN « GATA » 2

HESX1 : « Homeobox ES cell expressed 1 », facteur de transcription a homéodomaine exprimé dans les cellules

ES1

ISL1 : «Insulin gene enhancer binding protein », protéine de liaison a la séquence régulatrice du gene de

Iinsuline 1

LHX3 : « LIM Homeobox 3 », facteur de transcription a homéodomaine LIM 3

LHX4 : « LIM Homeobox 4 », facteur de transcription a homéodomaine LIM 4

PITX1 : « Paired-like homeodomain transcription factor 1», facteur de transcription & homéodomaine de

type apparié 1

PITX2 : « Paired-like homeodomain transcription factor 2 », facteur de transcription & homéodomaine de

type apparié 2

POUTF1 : « Pituitary-specific positive transcription factor 1 », facteur de transcription positif spécifique de

I'nypophyse 1

PROP1 : « PROP paired-like homeobox 1 », facteur de transcription PROP a homéodomaine de type apparié 1

SF1 : « Steroidogenic factor 1», facteur stéroidogene 1

SOX2 : « SRY (Sex Determining Region Y)-Box 2 », facteur de transcription a domaine SRY (région de déter-

mination du sexe) 2

SOX3 : « SRY (Sex Determining Region Y)-Box 3 », facteur de transcription a domaine SRY (région de déter-

mination du sexe) 3

TBX19 : « I-box transcription factor 19 », facteur de transcription a domaineT 19

forme de I'hypophyse, il permet, entre
E12.5 et E17.5, la prolifération des cel-
lules progénitrices des différents types
de cellules endocrines et leur mise en
place progressive (Dasen et Rosenfeld,
2001). Ces cellules progénitrices, pré-
sentes dans la poche de Rathke, expri-
ment le facteur de transcription SOX2.
Une petite proportion des cellules SOX2
persistera dans I'hypophyse adulte ou
elles se retrouveront localisées dans la
zone marginale (cf. paragraphe 1.1). A
E12.5, la poche de Rathke s'individualise
de l'ectoderme oral afin de devenir la
future hypophyse : la partie ventrale for-

mera la pars distalis tandis que la partie
dorsale deviendra la pars intermedia. A
partir de ce stade, la différenciation cel-
lulaire débute selon une régionalisation
dorso-ventrale marquée. Le premier
marqueur de différenciation hormonale
a apparaitre est la sous-unité alpha des
hormones glycoprotéiques (hormones
thyréotropes et gonadotropes) (

). Son expression est restreinte a
la partie la plus ventrale de la poche de
Rathke (Ericson et al., 1998).

Une partie de ces cellules exprime le
facteur de transcription Islet-1 (ISL1),

responsable de I'apparition de la sous-
unité B de TSH (Thyroid Stimulating
Hormone) formant ainsi une popula-
tion de cellules thyréotropes. Ces der-
niéres ont une existence transitoire et
disparaissent a la naissance. Les cellules
thyréotropes définitives, définies par
la présence des sous-unités alpha et
béta de I’hormone thyréotrope, appa-
raissent vers E14.5 (Ericson et al., 1998 ;
Kelberman et al., 2009). Dans la région
intermédiaire de la poche de Rathke,
les cellules corticotropes commencent
leur différenciation a E12.5. Plus tardive-
ment, vers E15.5, les expressions de GH
(Growth Hormone) et de PRL (prolactine)
caractérisent la différenciation des cel-
lules somatotropes et lactotropes : les
premiéres apparaissant dans la région
antérolatérale de la poche de Rathke
et les deuxiémes dans une zone plus
médiane (Dasen et Rosenfeld, 1999).

Les cellules gonadotropes sont les
derniéres cellules a étre identifiées dés
E16.5 grace a l'expression de la sous-
unité béta de LH (LHRB) puis de celle
de FSH (FSHRB) dans la partie ventrale
de la poche de Rathke (Kelberman
etal., 2009). La différenciation de ces
cellules requiert l'expression de plu-
sieurs facteurs de transcription parmi
lesquels se trouvent les facteurs de
transcription LHX3 et LHX4, égale-
ment indispensables a l'apparition des
cellules thyréotropes, somatotropes
et lactotropes (Ellsworth et al., 2008 ;
Alatzoglou et al., 2020).

Alors que la période d'apparition des
cellules endocrines est évaluée al'aide de
marqueurs spécifiques correspondant
aux hormones qu'elles produisent, il est
probable que les types cellulaires soient
déterminés bien plus précocement puis
que les cellules migrent pour rejoindre
leur localisation avant d'étre identifiées
(Davis et al., 2011). Les différents types
cellulaires s'étendent alors dans l'adé-
nohypophyse pendant les semaines
qui suivent la naissance, période pen-
dant laquelle une phase de croissance
et de maturation importante a lieu. A
ce moment, la répartition des types
cellulaires perd ses restrictions géogra-
phiques et devient plus dispersée.

La séquence des événements gui-
dant le développement hypophysaire

INRAE Productions Animales, 2023, numéro 2
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Hormones hypophysaires et leur structure.

Les hormones hypophysaires sont des protéines qui peuvent étre classées, en fonction de leur structure, en

plusieurs groupes :

Hormones glycoprotéines : LH, FSH et TSH

Ces hormones sont constituées de 2 sous-unités o et 3. La sous-unité ot est commune a ces 3 hormones
tandis que la sous-unité [3 est spécifique de chacune dentre elles. Chaque sous-unité est codée par un géne
qui lui est propre. Les masses moléculaires de LH, FSH et TSH sont respectivement de 29 000, 29 000 et

28 000 daltons chez I'Homme.

Hormones polypeptidiques : GH, PRL

La GH est formée d'une seule chaine polypeptidique dont la masse moléculaire est d'environ 20 000 daltons.
La PRL est également constituée d'une seule chaine polypeptidique de 23 000 daltons, dont la séquence en
acides aminés partage une grande homologie (environ 70 %) avec celle de la GH.

Hormones polypeptidiques : ACTH, MSH

['ACTH est une protéine issue de la maturation d'une protéine précurseur : la POMC, elle-méme codée par un
geéne. 'ACTH est formée de 39 acides aminés qui lui conferent une masse moléculaire de 4 500 daltons. Dans
a pars intermedia de I'adénohypophyse, a séquence de 39 acides aminés de 'ACTH est scindée en 2 parties
par des enzymes spécifiques : les 13 premiers acides aminés donneront I'ctMSH.

est orchestrée selon une organisation
spatio-temporelle extrémement précise
qui s'appuie sur des molécules mor-
phogénes, des facteurs de croissance
puis des facteurs de transcription. Plus
précisément, les concentrations de
facteurs de croissance et de molécules
morphogenes se retrouvent sous forme
de gradients dorso-ventraux. Le ratio
entre les concentrations de facteurs de
croissance dans une zone donnée dicte
le patron d'expression de facteurs de
transcription a cet endroit, définissant
ainsi I'identité des cellules présentes (cf.
ci-dessous).

Induction et formation

de la poche de Rathke

L'un des facteurs de croissance essen-
tiels a l'induction et a la formation de la
poche de Rathke est la protéine BMP4
(Bone Morphogenetic Protein 4). Celle-ci
est sécrétée tres tot, des E8.5 dans le
diencéphale ventral, donc dans le tissu
se développant en contact avec l'ec-
toderme oral, et initie I'expression du
facteur de transcription ISL1 et la sous-
unité alpha des glycoprotéines dans la
poche de Rathke ( ). BMP4 étant
impliquée dans le développement
de nombreux tissus, I'ablation de son
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géene conduit a la mort trés précoce
des souris, généralement avant E10 et
al'absence d'hypophyse (Takumaet al.,
1998). Lorsque l'action de BMP4 est inhi-
bée spécifiquement dans l'ectoderme
oral, par surexpression locale de son
antagoniste NOGGIN, I'ébauche hypo-
physaire arréte son développement a
E10 et la différenciation des différents
types cellulaires n'a pas lieu soulignant
ainsi l'importance de BMP4 (Treier et al.,
1998). BMP4 joue également un réle
dans la forme de I'hypophyse (Rizzoti
et Lovell-Badge, 2005).

D’autres facteurs de croissance
importants sécrétés des E9.5 dans
le diencéphale ventral sont les FGFs
(Fibroblast Growth Factors) dont FGFS8.
Ce dernier exerce un effet prolifératif
sur I'épithélium de la poche de Rathke,
juste apres l'induction de celle-ci par
BMP4, via l'expression des facteurs de
transcription LHX3 et LHX4 (Treieret al.,
1998 ; Dasen et Rosenfeld, 2001 ; Treier
etal., 2001).

Au-dela des facteurs de croissance
BMP4/FGF8, il faut également men-
tionner la molécule morphogene SHH
(Sonic Hedgehog), exprimée dans le
diencéphale ventral et dans l'ecto-
derme oral dés l'apparition de la poche
de Rathke ( ). Au niveau de
I'ectoderme oral, son expression est

restreinte a la région non impliquée
dans l'invagination conduisant a la
poche de Rathke ( ). Son profil
d’expression matérialise ainsi une fron-
tiere moléculaire entre l'ectoderme oral
et la poche de Rathke, participantal'in-
duction du facteur de croissance BMP2,
responsable de l'apparition des types
cellulaires ventraux (cellules gona-
dotropes et thyréotropes). Linhibition
expérimentale de l'action de SHH
entraine un arrét de développement
de la poche de Rathke et I'absence de
BMP2 (Treieretal., 2001).

Engagement dans

la différenciation cellulaire

BMP2 est un facteur de croissance
essentiel pour l'expression des phéno-
types cellulaires qui apparaissent selon
une orchestration spatio-temporelle
précise. Il est également critique pour
la perte de dépendance de la poche de
Rathke vis-a-vis du diencéphale ventral.
BMP2 est produite dans la partie ven-
trale de la poche de Rathke des E10.5
et ses concentrations s'atténuent selon
un gradient ventro-dorsal ( ).
A ce gradient s'oppose un gradient
dorso-ventral des concentrations de
FGF8 (Treier et al., 1998). Le ratio des
concentrations de BMP2 et FGF8 dicte
un patron d'expression de facteurs de
transcription spécifiques au niveau
de chaque région, responsables de la
différenciation des types cellulaires.
La modulation des concentrations de
BMP2 de ce ratio est sous le contrdle
d'antagonistes de BMP2 produits dans
la poche de Rathke (Davis et Camper,
2007). Les concentrations de FGF8
refletent, elles, la diffusion de ce facteur
provenant du diencéphale ventral. Dans
la partie ventrale de la poche de Rathke,
les concentrations favorables de BMP2
induisent I'expression du facteur de
transcription GATA2, indispensable a
I'apparition des cellules gonadotropes
et thyréotropes (Treier etal., 1998).
D‘ailleurs, l'inhibition expérimentale
de GATA2 dans la partie ventrale de la
poche de Rathke entraine une perte des
cellules gonadotropes et une réduction
des cellules thyréotropes (Dasen et al.,
1999). Au contraire, une surexpression
expérimentale de ce facteur conduit
a une expansion des cellules gona-
dotropes vers la région plus dorsale
(Dasen et al., 1999).
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Dans la dimension ventro-dorsale,
les concentrations de GATA2 s'atté-
nuent progressivement au profit d'un
autre facteur de transcription, POU1F1
(appelé PIT1 dans les années précé-
dentes) apparaissant des E13.5. Celui-ci
controle la différenciation terminale
des cellules somatotropes, lactotropes
et thyréotropes de la région plus dor-
sale ( ). Dans la partie ventrale,
la prédominance de GATA2 permet
la différenciation des cellules gona-
dotropes tandis que, dorsalement, en
présence de plus fortes concentrations
de POUTF1, GATA2 est inhibée permet-
tant I'induction des cellules lactotropes
et somatotropes (Dasen etal., 1999).
Dans la partie médiane, les concentra-
tions modérées de GATA2 et POU1F1
permettent la coopération de ces deux
facteurs et entrainent la différenciation
des cellules thyréotropes ( ).
est a noter que l'atténuation de BMP2
est ensuite requise pour finaliser la dif-
férenciation terminale des types cellu-
laires ventraux de I'adénohypophyse
(Treier et al., 1998).

Le développement de I'hypophyse
fait intervenir toute une série de fac-
teurs de transcription dont les actions
se combinent pour réguler finement
les différentes étapes, du développe-
ment précoce de I'hypophyse a la dif-
férenciation des cellules. Parmi ceux-ci,
HESX1 est un important régulateur
du développement précoce de I'hy-
pophyse ( ). Son activité est
elle-méme contrélée par les récepteurs
NOTCH et leurs voies de signalisation
qui fonctionnent dans les premieres
phases de l'organogenése de I'hypo-
physe pour empécher la différencia-
tion prématurée des premiéres cellules
a apparaitre, soit les corticotropes et les
mélanotropes (Zhu et al., 2006 ; Cheung
etal.,, 2018). A contrario, ces voies de
signalisation NOTCH induisent les fac-
teurs de transcription PROP1 et POU1F1
et'¢mergence des cellules lactotropes,
somatotropes et thyréotropes (Zhu et al
2006). Pour ce qui concerne la spécifica-
tion des gonadotropes, outre GATA2, les
facteurs SF1, PITX1, PROP1 participent
aussi a ce processus (Alatzoglou et al.,
2020). En plus des facteurs de transcrip-
tion, des hormones et des cytokines
(molécules du systeme immunitaire)
contribuent a la maturation des cellules.

Par exemple, la différenciation, la fonc-
tionnalité et le maintien des cellules
somatotropes requiérent, en plus de
POU1F1 et de PROP1, la présence et
I'action des cestrogenes, des gluco-
corticoides (en particulier la corticos-
térone), de chimiokines ainsi que du
facteur hypothalamique GHRH (Nogami
et Hisano, 2008).

Limportance de ces facteurs de
transcription dans la différenciation
et I'expansion des cellules endocrines
hypophysaires est mise en évidence,
chez I'Homme, par les conséquences
que peuvent avoir des mutations
génétiques affectant certains d'entre
eux, menant a des formes d’hypopitui-
tarisme, c'est-a-dire des déficiences en
une ou plusieurs hormones (Kelberman
et Dattani, 2006). Par exemple, des
mutations dans POU1F1 entrainent une
insuffisance en GH, PRL et TSH, parfois
accompagnée d'une hypoplasie de
I'adénohypophyse (Alatzoglou etal.,
2020).

Le décryptage des évenements molé-
culaires régissant le développement
hypophysaire a surtout été étudié
chez la souris, car celle-ci représente
un modele animal chez lequel les abla-
tions ou les surexpressions de génes,
ciblées dans le temps ou dans un type
cellulaire, sont parfaitement maitrisées
grace aux outils de génétique molécu-
laire. Néanmoins, I'ontogenése hypo-
physaire semble suivre des séquences
spatio-temporelles et des mécanismes
moléculaires tres conservés dans de
nombreuses especes de la souris a
'Homme en passant par le poisson et
l'oiseau (Zhang et al., 2020). L'ensemble
de ces processus permet d'aboutir a
une hypophyse mature dotée d'une
capacité de plasticité importante.

B 1.3. Fonction hypophysaire
et plasticité cellulaire
tout au long de la vie

Les sécrétions hormonales hypophy-
saires sont essentielles pour le contréle
de nombreuses fonctions physiolo-
giques de l'organisme. Pour assurer ce
réle, les cellules répondent a des stimuli
hypothalamiques quiinduisent des épi-
sodes (appelés « pulses ») de sécrétion
hormonale dans la circulation générale

selon une temporalité bien précise.
Cependant, si I'hypothalamus four-
nit le signal primaire pour induire ces
sécrétions, cette action est elle-méme
modulée au niveau hypophysaire par
des hormones circulantes exercant un
rétrocontrdle endocrine, telles les hor-
mones stéroides, ainsi que par des fac-
teurs paracrines/autocrines ( ).

L'intégration de l'ensemble des
signaux recus par les cellules repose
sur une structure trés organisée dans
laquelle chaque cellule n'agit pas seule
mais en interaction avec d'autres cel-
lules, formant ainsi des réseaux homo-
typiques (formés de cellules d'un méme
type) ou hétérotypiques (lorsque
des réseaux homotypiques s’inter-
connectent) (Bonnefont etal., 2005 ;
Le Tissier etal.,, 2012). Ces réseaux,
qui se mettent en place au cours du
développement et se retrouvent chez
'ensemble des vertébrés, sont extré-
mement importants pour la genése des
pulses de sécrétion hormonale et leur
synchronisation (Le Tissier et al., 2018).
Chez le poisson zebre, utilisé comme
organisme modele, il a été montré que
lorsque les réseaux gonadotropes sont
perturbés par blocage des jonctions
communicantes, aussi appelées jonc-
tions gap, la sécrétion et I'action biolo-
gique des hormones sont compromises
(Fontaine et al., 2020a) . Tous les types
cellulaires endocrines hypophysaires,
a l'exception des cellules thyréotropes,
établissent des réseaux. Certains de
ces réseaux homotypiques se trouvent
a trés grande proximité les uns des
autres, tels que les réseaux gona-
dotropes et lactotropes, et ils sont sou-
vent proches des capillaires sanguins,
afin de faciliter I'accés des sécrétions a
la circulation générale (Seuntjens et al.,
1999). Les cellules non endocrines folli-
culostellaires se constituent également
en réseaux homotypiques (Fauquier
etal., 2001). Ces réseaux se forment
soit par des regroupements cellulaires
qui établissent des connexions par des
jonctions cellulaires pour les cellules
largement représentées telles que les
somatotropes, soit a l'aide de prolon-
gements cellulaires pour les cellules
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Les différents types de communication cellulaire.

Pour assurer la prolifération, la différentiation ou le fonctionnement des cellules, de nombreuses molécules
(hormones, facteurs de croissance...) transmettent des informations aux cellules. Cette communication chimique
peut se faire selon différentes stratégies :

Communication juxtacrine : les cellules établissent des contacts directs entre elles grace aux jonctions
perméables (jonctions gap) : ces jonctions permettent le passage passif de molécules de la cellule A agit sur la

cellule B.

Cellule A Cellule B

Communication autocrine : une molécule « signal » (hormone, facteur de croissance, cytokine) est sécrétée par
une cellule A et agit sur cette méme cellule A.

Cellule A

Communication paracrine : une molécule « signal » (hormone, facteur de croissance, cytokine) est sécrétée par
une cellule A et agit sur une cellule C située a courte distance dans le méme organe

Cellule A
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Cellules C

Communication endocrine : une molécule « signal » (hormone, facteur de croissance, cytokine) est sécrétée
par une cellule A dans la circulation sanguine et agit sur une cellule D située a longue distance dans un autre

organe.

Cellule A

plus isolées comme les corticotropes
(Fontaine et al., 2020a). De telles modifi-
cations morphologiques qui favorisent
la communication cellulaire permettent
de synchroniser I'activité des cellules
et impactent la libération hormonale.
Ainsi, chez la souris male, l'organisation
des cellules somatotropes en réseau
s'accentue au moment de la maturation
sexuelle, correspondant a une augmen-
tation de sécrétion de GH nécessaireala
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croissance post-pubertaire (Bonnefont
etal., 2005). De la méme facon, l'allaite-
ment entraine une intensification des
contacts entre les cellules lactotropes
qui aboutit a une production plus forte
de prolactine (Hodson etal., 2012). Un
autre exemple concerne les cellules
gonadotropes pour lesquels le facteur
hypothalamique GnRH stimule la for-
mation de contacts entre les cellules et
la sécrétion de LH (Navratil et al., 2007).

Ces différents réseaux homotypiques
interagissent aussi entre eux, formant
ainsi des réseaux hétérotypiques. Des
entrelacements des réseaux gona-
dotrope et corticotrope ou gona-
dotrope et lactotrope ont été observés
suggérant l'influence des uns sur les
autres (Seuntjens etal., 1999). Les
réseaux de cellules folliculostellaires
communiquent avec plusieurs autres
réseaux cellulaires, favorisant ainsi la
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coordination de la sécrétion (Fauquier
etal., 2001). La communication entre
les cellules des différents réseaux peut
faire intervenir des facteurs paracrines,
tels des facteurs de croissance ou des
cytokines.

Ces réseaux montrent un fort degré
de plasticité permettant a I'hypophyse
d’adapter ses sécrétions hormonales
aux besoins physiologiques (Le Tissier
etal., 2012 ; Fontaine et al., 2020a).

Au cours de la vie, des modifications
de I'environnement interne ou externe
vont obliger I'hypophyse a adapter ses
sécrétions hormonales pour répondre
au mieux aux besoins de l'organisme et
maintenir 'homéostasie.

Parmi ces modifications se trouvent
des événements physiologiques clés.
Ainsi, chez les mammiféres, a la puberté,
une augmentation des hormones
gonadotropes, LH et FSH, et de I'hor-
mone somatotrope GH est essentielle
pour assurer la maturité des gonades
et réguler la croissance. Pendant la
gestation et la lactation, des concen-
trations circulantes de prolactine plus
élevées sont nécessaires pour préparer
la glande mammaire a une production
de lait. Lors d’épisodes de stress subis
par un individu, des niveaux supérieurs
d’hormone corticotrope, ACTH, sont
sécrétés pour faire face a la situation et
s'y adapter. D'autres perturbations vont
étre plus contextuelles, liées a la qualité
de l'environnement extérieur, a la nutri-
tion ou a des maladies. Plus largement,
tout type de modifications, quelle que
soit son origine, nécessitera une adap-
tation des sécrétions, qui peut avoir
lieu dans un délai variable pouvant
étre immédiat ou a long terme. Pour
ce faire, I'hnypophyse fait preuve d’'une
grande flexibilité. Plusieurs scénarios
permettent denvisager les mécanismes
mis en ceuvre pour adapter les réponses
sécrétoires ( ):

- au niveau cellulaire

Chaque cellule peut modifier sa
synthese et sa libération d’hormone

sous l'action combinée de facteurs
hypothalamiques, périphériques et/
ou paracrines en modifiant sa récepti-
vité aux facteurs et les voies intracellu-
laires de signalisation mobilisées. Par
exemple, lors de la période précédant
l'ovulation chez des femelles, la fré-
quence des pulses de GnRH augmente
considérablement provoquant une élé-
vation du nombre de récepteurs a cette
neurohormone au niveau des cellules
gonadotropes. Le signal recu par la
cellule s'en trouve modifié conduisant
a une augmentation de la sécrétion de
LH comme cela a été démontré chez
la brebis (Fafioffe et al., 2004). La lacta-
tion quant a elle induit I'élévation de
I'activité calcique dans les cellules lac-
totropes chez la rate résultant en une
libération accrue de prolactine (Hodson
etal., 2012).

- au niveau d’une population cellulaire
spécifique

Au sein d'une population cellulaire
spécifique, un plus grand nombre de
cellules peuvent étre mobilisées et
contribuer a la production hormonale.
Cela est démontré dans la population
de cellules gonadotropes dont la pro-
portion de cellules libérant LH s'éleve
apres traitement in vitro avec le facteur
hypothalamique GnRH (Taragnat et
Durand, 1993). Selon les situations ou
les types cellulaires, ce mécanisme n'est
pas toujours adopté. Ainsi le nombre
de cellules lactotropes n'est pas modi-
fié de facon évidente au moment de la
lactation (Hodson etal., 2012). Dans le
cas ou une élévation du nombre de cel-
lules sécrétant une hormone se produit,
celle-ci peut provenir soit d’'une mitose
de cellules différenciées soit d'une pro-
lifération et une différenciation de cel-
lules souches/progénitrices ou encore
d'une conversion phénotypique d’un
type cellulaire vers un autre ( ).

* mitosesde cellules déja différenciées :
I'hypophyse montre un faible renouvel-
lement cellulaire, avec une fréquence
survenant tous les 70 jours chez le rat
adulte (Nolan etal., 1998). Le taux de
mitoses est cependant plus élevé dans
les jours qui suivent la naissance au
moment ou I'hypophyse augmente de
taille (Carbajo-Pérez et Watanabe, 1990 ;
Laporte et al., 2021). Dans I'ensemble,

ces observations ne plaident pas en
faveur d'une forte implication de ce
phénomeéne dans la contribution a
une réponse sécrétoire physiologique
massive et immédiate chez I'adulte.
En revanche, le taux de mitoses aug-
mente apres retrait d'un organe cible.
Par exemple, il a été montré chez le rat
que le nombre de cellules corticotropes
en division est plus important apres le
retrait des surrénales, de méme que
celui des cellules gonadotropes apres
suppression des gonades (Taniguchi
etal., 2002).

* La conversion d'un type cellulaire en
un autre

Ce phénoméne, appelé transdiffé-
renciation, peut également participer a
une production plus importante d'hor-
mone comme cela a été observé dans
plusieurs situations et notamment chez
plusieurs especes (Childs et al., 2020).
Par exemple, les cellules somatotropes
peuvent se convertir de maniéere réver-
sible en cellules lactotropes au moment
de la lactation ou en thyréotropes chez
le rat en hypothyroidie (Horvath et al.,
1990 ; Porter etal., 1991). Les cellules
somatotropes ont également la capa-
cité a produire des hormones gona-
dotropes sous l'influence du facteur
hypothalamique GnRH pour supporter
laforte sécrétion de LH lors du pic préo-
vulatoire, au moins chez les rongeurs
(Childs etal., 1994 ; Childs, 2002). Au
sein d'une méme population cellulaire
telle que la population gonadotrope,
des conversions de cellules bi-hormo-
nales (LH/FSH) en mono-hormonales
(LH ou FSH) ou vice versa sont obser-
vées au cours du cycle cestrien sous
I'action de GnRH et de l'cestradiol chez
la brebis (Taragnat et al., 1998 ; Molter-
Gérard et al., 1999 ; Molter-Gérard et al.,
2000). Chez le macaque, des cellules
mono-hormonales FSH peuvent se
convertir en cellules bi-hormonales (LH/
FSH) au cours de la puberté (Meeran
etal., 2003). Un phénomeéne similaire
a été observé chez le médaka, pois-
son téléostéen (Fontaine et al., 2020b).
Récemment, des analyses transcrip-
tomiques hypophysaires menées a
I'échelle de la cellule unique, combinées
a des études d'immunofluorescence
ont confirmé l'existence de populations
cellulaires multi-hormonales capables
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Schéma illustrant les différents scénarios susceptibles d’expliquer la plasticité hypophysaire.
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['augmentation de sécrétion d'une hormone peut sexpliquer par différents scénarios agissant soit au niveau cellulaire, soit au niveau d'une population cellulaire.
Dans le premier cas, sous l'action de facteurs régulateurs, chaque cellule peut accroitre la libération d'une hormone. Dans le deuxieme cas, le nombre de
cellules sécrétrices peut augmenter par mitoses de cellules déja différenciées, par transdifférenciation (conversion d'un type cellulaire en un autre) ou par
différenciation de cellules souches/progénitrices. Des modifications structurales, telles que le remodelage de réseaux intercellulaires, peuvent également

contribuer a la plasticité cellulaire.

de conversion en réponse a des stress
physiologiques chez la souris (Ho et al.,
2020).

* Implication des cellules souches/pro-
génitrices présentes dans I'hypophyse
mature

Dans de nombreux tissus, les proces-
sus d’adaptation ou de régénération
apres lésion impliquent les cellules
souches locales. Pour I'hypophyse, il
reste encore beaucoup d’interroga-
tions sur leur possible contribution a
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ces phénomenes. Des études de suivi
du devenir des cellules souches/progé-
nitrices exprimant SOX2 chez la souris
sont en faveur d'un réle dans le renou-
vellement cellulaire puisqu’elles sont
aptes a générer des cellules différen-
ciées (Rizzoti et al., 2013). Cependant,
ce processus se produit avec une faible
occurrence. Il faut noter que la déplé-
tion de la majorité des cellules expri-
mant SOX2 n'affecte pas I'homéostasie
des cellules hormonales, mettant en
question leur implication (Roose et al.,
2017). Il se peut toutefois que d’autres

populations de cellules souches inter-
viennent. L'activation des cellules
souches est beaucoup plus évidente
pendant la période de croissance et
de fin de maturation de I'hypophyse
suivant la naissance (Gremeaux et al.,
2012 ; Rizzotiet al., 2013). Chez I'adulte,
une activation importante de ces cel-
lules a été observée apres une lésion
induite expérimentalement visant a
éliminer les cellules somatotropes (Fu
etal,2012). Cette suppression est suivie
d'une forte prolifération et d'une diffé-
renciation des cellules SOX2 en cellules
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somatotropes. Ces résultats suggerent
que les mécanismes sous-jacents au
remodelage de I'hypophyse peuvent
étre différents entre maintien basique
de I'homéostasie, réponses aux varia-
tions physiologiques et adaptation a un
événement pathologique.

Les stratégies utilisées peuvent varier
selon le type cellulaire ou les raisons
du changement qui peuvent étre pré-
visibles (puberté, pic pré-ovulatoire de
LH...) ou non (stress, pathologies...) et
plus ou moins sévéres. Ainsi, alors que
le maintien des cellules corticotropes au
cours de la vie chez la souris implique
essentiellement la duplication de cel-
lules déja différenciées, leur renouvel-
lement aprés I'ablation des glandes
surrénales repose sur la prolifération
puis la différenciation de cellules pro-
génitrices exprimant SOX2 (Langlais
etal., 2013).

- au niveau structural

De nombreuses évidences pointent
un role essentiel de l'interaction des
cellules au sein des réseaux cellulaires
dans la coordination et l'optimisation
des changements de sécrétion. La
plasticité de cette organisation spa-
tiale, modulée par des facteurs hypo-
thalamiques et périphériques tels que
les hormones stéroides, est illustrée, par
exemple, par la formation de multiples
clusters de cellules somatotropes en
contact lors de la puberté chez le male
coincidant avec une augmentation des
pulses de GH contrélant la croissance
(Le Tissier et al., 2012). A cette méme
période, la formation de clusters entre
cellules gonadotropes est favorisée. La
GnRH participe a cette réorganisation
en augmentant le nombre de prolon-
gements des cellules gonadotropes
et en promouvant une réorganisation
spatiale associée a une augmentation
de la sécrétion de LH (Navratil etal.,
2007). Le réseau lactotrope est égale-
ment remodelé, comme montré chezla
rate, lors de la lactation et dans ce cas,
ces modifications persistent jusqu’aux
lactations suivantes pour stimuler la
sécrétion de prolactine (Hodson et al.,
2012). Au-dela des réseaux homoty-
piques, la connexion de ces réseaux
entre eux pour former des réseaux
hétérotypiques suggére un réle pour

maintenir I'homéostasie du systéme.
Par exemple, I'ablation des cellules
corticotropes entraine I'expansion des
cellules gonadotropes ainsi que I'exten-
sion de ce réseau suggérant le controle
exercé par un réseau sur l'autre. De
la méme facon, I'ablation des gona-
dotropes modifie l'organisation des
lactotropes. La régulation et le maintien
des populations cellulaires hormonales
différentes impliquent également des
cellules non hormonales telles que
les cellules souches exprimant SOX2.
Pendant la période qui suit la nais-
sance, ces cellules sécréetent de nom-
breux facteurs au sein de la niche ou
elles résident, dont les ligands WNT qui
régulent la prolifération et I'expansion
des cellules voisines en cours de diffé-
rentiation (Russell et al., 2021 ; Laporte
etal., 2022 ; Willis et al., 2022). Le Tissier
et al.(2022) proposent un modele selon
lequel le réseau de cellules exprimant
SOX2 réqgulerait la masse des cellules
endocrines. Ce réseau jouerait ainsi un
réle de sentinelle visant a prioriser et a
coordonner les réponses cellulaires aux
signaux regus grace a des interactions
paracrines.

2. Les modeles in vitro 2D

L'adaptation au microenvironnement
et aux diverses situations changeantes
au cours de la vie, qu'elles soient phy-
siologiques, environnementales ou
pathologiques, est une caractéristique
essentielle de I'hypophyse. Néanmoins,
les mécanismes qui I'accompagnent
sont encore mal décryptés. Pour gagner
en compréhension, les modéles cellu-
laires in vitro 2D ou plus récemment
3D sont une aide précieuse. lls pro-
curent également I'avantage d'ouvrir
les études vers des modéles autres que
les rongeurs permettant ainsi de mettre
en évidence de potentielles spécifici-
tés d'especes et de faire progresser les
connaissances et leurs applications.

B 2.1 Culture cellulaire
primaire

Parmi les méthodes les plus large-
ment utilisées se trouvent les cultures
de cellules hypophysaires dissociées.
Dans ce cas, 'hypophyse est prélevée
et I'ensemble des cellules est dissocié

a l'aide d'enzymes qui permettent d'in-
dividualiser les cellules. Celles-ci sont
alors mises en culture dans des puits de
culture en présence de milieu de culture
leur fournissant les éléments essentiels
pour assurer leur fonctionnement. Ce
type de culture a été mis en place a partir
d'hypophyses de nombreuses especes
(rongeurs, mouton, vache, porc, pois-
sons, poulet, humains...). Les cultures
primaires permettent de tester de nom-
breuses conditions expérimentales de
doses hormonales ou de facteurs sus-
ceptibles de modifier le comporte-
ment cellulaire (hormones, facteurs de
croissance, xénobiotiques...), avec des
durées d'exposition variables. L'analyse
des réponses cellulaires peut s'effectuer
par le suivi de I'expression de genes, de
protéines ou de sécrétions hormonales.
Elles ont ainsi permis de démontrer le
réle des facteurs hypothalamiques
(GnRH, GHRH, CRH...) et de nombreux
autres facteurs de régulation putatifs
(par exemple des facteurs de crois-
sance...) sur la synthése et la sécrétion
de leurs hormones cibles respectives
mais également de décortiquer leurs
mécanismes d’action. Toutefois ces
cultures en monocouche, en format
2D, ne respectent pas la structure
intrinséque du tissu et les connexions
complexes entre cellules limitant ainsi
I'amplitude des réponses cellulaires (Le
Tissier et al., 2012). En outre, elles pré-
sentent une durée de vie et d'utilisation
limitée (environ 2 semaines) puisque,
dans ces conditions, les cellules ont une
capacité proliférative faible. Enfin, elles
peuvent nécessiter un grand nombre
d'animaux car le nombre de cellules iso-
lées dépend de la taille de I'hypophyse
et donc de I'animal considéré.

B 2.2 Lignées cellulaires

Une lignée cellulaire est une popula-
tion de cellules issues d'une méme cel-
lule par mitoses successives. Les lignées
sont établies a partir soit de tumeurs
existantes ou induites expérimentale-
ment chez un animal soit de cellules
en culture transformées par un agent
oncogene. Les cellules d'une lignée ont
la capacité a se diviser de nombreuses
fois, théoriquement de maniére indéfi-
nie, tout en conservant les propriétés
de la cellule d'origine. Elles peuvent étre
congelées et réutilisées de nombreuses
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fois. Des lignées représentant des types
cellulaires hypophysaires spécifiques
ont été établies ( ).

Des lignées de cellules corti-
cotropes (AtT20), lactotropes (MMQ,
HPA), somatotropes voire lactosoma-
totropes, exprimant donc a la fois PRL
et GH (GH3, GH4C1), ou gonadotropes
telle la lignée LBT2 sont trés utilisées.
Leurs avantages résident dans leur
accessibilité facile puisqu'elles sont
majoritairement commercialisées,
leur longue durée d'utilisation et leur
aptitude a étre manipulées généti-

quement. En revanche, ces lignées
sont essentiellement d'origine murine.
Par exemple, des lignées humaines
ne sont pas disponibles pour tous les
types cellulaires. De plus, si ces lignées
constituent une population cellulaire
spécifique homogéne, elles ne repré-
sentent pas la composition cellulaire
complexe d'une hypophyse entiére.
De surcroit, leur caractére tumoral
peut modifier les caractéristiques fonc-
tionnelles des cellules et affecter leur
réponse aux stimulations et aux fac-
teurs testés. Par exemple, dans la lignée
GH3, la sécrétion de PRL n'est pas sen-

Principales lignées cellulaires hypophysaires disponibles.

sible a la dopamine qui est un régula-
teur majeur, inhibiteur de la sécrétion
de PRL in vivo.

3. Les modeles in vitro 3D

Bien que les différents modeles in
vitro précités aient permis d'apporter
des résultats précieux et pertinents sur
le fonctionnement hypophysaire, des
systémes conservant ou reproduisant
I'architecture tissulaire et les interac-
tions cellulaires présentes in vivo sont

nécessaires.

Type cellulaire . Nom | e s -
représenté Hormones produites de la lignée Espéce d’origine Origine
Corticotrope ACTH AtT-20 Souris Tumeur existante
Gonadotrope Sous-unité alpha oT3-1 Souris Tumeur induite
immature gonadotrope expérimentalement
Gonadotrope LH, FSH LbetaT2 Souris Tumeur induite
’ expérimentalement
Gonadotrope FSH HP75 Homme Tumeur induite
expérimentalement
Lactotrope PRL MMQ Rat Tumeur existante
Lactotrope PRL HPA Homme Tumeur existante
Cellules .
endocrines GH et faibles .
Somatotrope concentrations de PRL GH3 Rat Tumeur existante
Faibles concentrations
Somatotrope de GH et plus fortes GH4CA1 Rat Tumeur existante
concentrations de PRL
Somatotrope GH GX Homme Tumeur existante
Thyréotrope TSH ToT1 Souris Tumeur induite
expérimentalement
Thyréotrope TSH TtT-97 Souris Tumeur existante
Tous les _types LH, FSH, PRL, GH, TSH, RC4B Rat Tumeur existante
cellulaires ACTH
Folliculostellaire TtT/GF Souris Tumeur existante
Cellules non . . . . Tumeur induite
endocrines Folliculostellaire Tpit/F1 Souris expérimentalement
Folliculostellaire PDFS Homme Tumeur existante

Les abréviations sont définies dans la légende du tableau 1. Pour revue sur ces lignées : (Ooi et al., 2004).
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W 3.1 Culture d'explants
ou de tranches
hypophysaires

Des fragments ou des tranches d'hy-
pophyses peuvent étre cultivés soit en
immersion dans un milieu de culture
adapté soit posés sur une membrane a
I'interface air-milieu de culture. Ces sys-
témes ont I'avantage de conserver les
relations architecturales présentes dans
la glande et les réponses cellulaires
attendues mais la durée d'utilisation
est assez limitée, surtout pour le tissu
adulte (quelques heures a quelques
jours selon la méthode de culture). De
plus, les fragments issus de différentes
parties de la glande peuvent produire
des réponses variables, d'autant que la
diffusion des constituants du milieu de
culture ainsi que l'oxygénation au sein
du tissu peuvent étre inégales au sein
d'un fragment.

B 3.2 Sphéroides

Un modele de culture cellulaire en
3D partant de cellules dissociées per-
met de recréer une organisation et une
fonctionnalité plus proches de celles
observées in vivo que les cultures 2D.

Il est ainsi possible d'obtenir la forma-
tion d’agrégats cellulaires, aussi appelés
sphéroides, en placant les cellules disso-
ciées dans un gel, tel que le Matrigel®, qui
mime une structure de membrane basale
proche de la matrice extracellulaire ou
dans des boites de culture a faible adhé-
sion. Pour I'hypophyse, des agrégats cel-
lulaires ont été initialement développés
en cultivant des cellules dissociées sous
agitation giratoire (Van der Schueren
etal., 1982). Ces agrégats présentent
une organisation similaire au tissu d'ori-
gine en maintenant la représentation des
types cellulaires et leur fonctionnalité
pendant au moins un mois.

H 3.3 Organoides

Une alternative aux modeles pré-
cédents repose sur le développe-
ment d'organoides hypophysaires.
Les organoides sont des systémes
multicellulaires tridimensionnels qui
s'auto-organisent et recréent ainsi des
mini-organes mimant leur structure et
leur fonctionnalité au moins partiel-

lement, rarement encore en totalité
selon les tissus étudiés. A la différence
des sphéroides formés de I'ensemble
des cellules présentes dans le tissu au
moment de la dissociation, les orga-
noides sont développés a partir de cel-
lules souches pluripotentes (PSC pour
Pluripotent Stem Cell) ou de cellules
souches/progénitrices issues d'indivi-
dus adultes (ASC pour Adult Stem Cells)
qui proliférent et se différencient en dif-
férents types cellulaires tout en recons-
tituant les interactions cellulaires.

Les PSC sont soit des cellules souches
embryonnaires (ESC pour Embryonic
Stem Cell), soit des cellules souches
pluripotentes induites (iPSC pour
Induced Pluripotent Stem Cell). Ces der-
nieres sont obtenues a partir de cellules
somatiques, différenciées, présentes a
tout age et qu'il est possible de repro-
grammer en cellules pluripotentes. Les
organoides issus de PSC reproduisent
les étapes du développement tissu-
laire. Ils sont obtenus en exposant de
maniere séquentielle les cellules aux
facteurs activateurs ou inhibiteurs des
voies spécifiques impliquées dans I'em-
bryogenése. Les pituisphéres qui en
résultent sont placées dans un gel, tel
que le Matrigel®, qui mime la structure
de la membrane basale composant la
matrice extracellulaire, dans lequel les
organoides peuvent se développer.
L'utilisation des PSC est recommandée
pour les tissus composés de différentes
structures ou compartiments tel que le
cerveau. En revanche, il n'est pas pos-
sible de multiplier de tels organoides
qui doivent étre reproduits a partir des
PSCinitiales (Laporte et al., 2021).

Depuis une dizaine d’'années, des
modeéles d'organoides hypophysaires
développés a partir de PSC ont émergé.
Le travail pionnier a été conduit par
I'4quipe de Suga (Suga et al., 2011). Les
ESC de souris cultivées en agrégats,
donc en configuration 3D, ont mon-
tré leur aptitude a reproduire, avec
I'utilisation de milieux de culture adé-
quats contenant notamment BMP4 et
un agoniste de SHH, l'organogenése
hypophysaire. Ce systéme de culture
reproduit I'apparition des ectodermes

neural et oral, leur interaction condui-
sant a l'invagination de l'ectoderme
oral a l'origine de la poche de Rathke,
I'expression des facteurs de transcrip-
tion PITX1 et LHX3 et du morphogéne
SHH, puis la différenciation des types
cellulaires. La différenciation des cel-
lules corticotropes est réalisée grace
a l'inhibition expérimentale de la voie
NOTCH, celles des somatotropes et des
lactotropes requiérent la stimulation de
la voie WNT (Wingless iNTegration, une
famille de glycoprotéines intervenant
au cours de I'embryogenese), suivie de
I'exposition soit aux glucocorticoides
pour les premieres, soit a l'cestradiol
pour les deuxiémes. Ce processus repré-
sente parfaitement les étapes décrites
invivo et dans une temporalité similaire.
La méme équipe a montré plus tard que
BMP4 et FGF8 favorisaient l'induction
de l'ectoderme oral comme observé in
vivo (Ochiai et al., 2015). La fonctionna-
lité de ce systeme est démontrée pour
les cellules corticotropes dont la libéra-
tion d’ACTH est accrue lors d'un traite-
ment avec le facteur hypothalamique
CRH (Corticotrope Releasing Hormone).
De plus, le placement de ces organoides
in vivo par transplantation sous-rénale
dans un modeéle de souris hypophy-
sectomisées, restaure les concentra-
tions circulantes d’ACTH, démontrant
la faisabilité de la thérapie cellulaire
(Suga et al., 2011). Des résultats com-
parables ont été obtenus en partant
d’ESC humaines, exceptés que les cor-
ticotropes apparaissent spontanément
tandis que l'inhibition de la voie NOTCH
entraine l'apparition des cellules gona-
dotropes, suggérant des différences des
voies de signalisation induites entre
especes (Ozone et al., 2016).

Les premiers travaux menés avec les
hiPSC (iPSC humaines), réalisés dans
un systeme de culture bidimension-
nelle, ont permis de montrer que ces
cellules étaient capables de générer les
types cellulaires endocrines hypophy-
saires (Dincer et al., 2013). Lorsqu'elles
sont exposées a lI'environnement exis-
tant in vivo par transplantation sous
la peau de souris immunodéficientes

1 Le placement sous-rénal de greffons leur permet
de maintenir leur fonctionnalité. Le placement
dans la selle turcique hébergeant I'hypophyse est
quasimentimpossible du fait de la difficulté d'acces.
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et/ou atteintes d’'une déficience
hypophysaire, ces cellules produisent
des hormones hypophysaires telles
que ACTH, GH et LH dés 21 jours de
culture sur une longue période (Dincer
etal., 2013 ; Zimmer etal., 2016). De
facon intéressante, le traitement de
ces cultures in vitro avec des concen-
trations de FGF8 et BMP2 variables
visant a mimer les gradients de ces
deux facteurs observés in vivo lors de
I'organogenése hypophysaire produit
les mémes effets qu’in vivo : I'appa-
rition des cellules gonadotropes est
favorisée par un excés de BMP2 par
rapport a FGF8 alors que des fortes
concentrations de FGF8 favorisent les
cellules corticotropes comme cela est
décrit dans la partie 1.2.b. (Zimmer
et al., 2016). Des concentrations inter-
médiaires de BMP2 et FGF8 entrainent
I'augmentation des cellules soma-
totropes et thyréotropes. Ces straté-
gies (traitement avec des facteurs de
croissance appropriés/transplantation)
représentent donc une voie promet-
teuse pour restaurer une déficience
d’une fonction hypophysaire spéci-
fique. Mais dans le cas de déficits mul-
tiples, il est nécessaire de transplanter
plusieurs types cellulaires.

Plus récemment, des modeéles d'or-
ganoides sophistiqués ont fait leur
apparition. Ainsi, en utilisant des
iPSC humaines, cultivées en agrégats
dans un milieu de culture adapté et
en prolongeant le temps de culture,
Kasai et al., (2020) ont réussi a obte-
nir le développement simultané des
cellules de I'hypophyse antérieure et
de neurones hypothalamiques. Cette
unité hypophyse antérieure-hypo-
thalamus est capable de secréter des
concentrations d’ACTH comparables a
celles observées in vivo aprés 60 a 100
jours de culture. Elle génére également
des neurones a CRH (Corticotropin
Releasing Hormone). En stimulant
ces neurones avec de faibles doses
de glucose, la sécrétion d’ACTH est
stimulée comme attendu. Enfin, ce
complexe hypothalamo-hypophy-
saire montre une coopération fonc-
tionnelle puisque le blocage du CRH
endogéne avec un inhibiteur de son
récepteur entraine une diminution de
la libération d’ACTH. Il faut cependant
noter que sur 3 lignées iPSC étudiées,
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les résultats les plus probants ont été
obtenus avec une seule d’entre elles
montrant I'hétérogénéité de réponse
de ces lignées. Cette relative hétérogé-
néité est une donnée connue dans le
domaine des hiPSCs dérivées de fonds
génétiques variables.

Une des applications de ces orga-
noides est de disposer de modeéles de
maladies pour en identifier les causes.
A titre d'exemple, des hiPSC d'une
patiente atteinte d’'une hypoplasie
(hypophyse peu développée) et d’un
déficit hypophysaire congénital ont
été obtenues par reprogrammation
de leucocytes (Matsumoto et al., 2020).
Ces défauts hypophysaires sont cau-
sés par une mutation dans le facteur
de transcription, OTX2 présent dans
I'hypothalamus. Les hiPSC de cette
patiente ont ensuite été utilisées
pour développer des organoides qui
maintiennent les interactions entre
ectoderme oral (précurseur hypo-
physaire) et hypothalamus. Dans ces
organoides, comme chez la patiente,
la différenciation des progéniteurs
cellulaires hypophysaires est pertur-
bée par la mutation d’'OTX2 présent
dans I'hypothalamus. En corrigeant la
mutation par une technique d'édition
de géne, les auteurs ont réussi a res-
taurer une fonction hypophysaire. Il
devient donc possible dimaginer que
ces organoides corrigés puissent étre
ré-implantés chez la patiente pour res-
taurer les déficiences hypophysaires.

Ces modéles d'organoides dévelop-
pés a partir d’'hiPSCs sont donc des
outils trés prometteurs pour étudier
le développement hypophysaire, les
mécanismes sous-jacents aux régu-
lations des sécrétions hormonales
ainsi que les pathologies associées.
IIs fournissent également un espoir
potentiel de thérapie en médecine
régénérative (Ozaki et al., 2021). Les
traitements actuels pour combler
les dysfonctionnements hormonaux
hypophysaires reposent sur un rempla-
cement hormonal. Mais, il n'existe pas
de solution pour toutes les hormones.
De plus, la substitution, dont le dosage
est difficile a ajuster, ne reproduit ni la
pulsatilité ni les rythmes circadiens
exprimés par certaines hormones
telle I'ACTH. Les thérapies cellulaires,

basées notamment sur 'utilisation des
organoides, pourraient permettre de
contourner ces difficultés.

La découverte de cellules souches/
progénitrices, exprimant le facteur
de transcription SOX2 spécifique de
ces cellules, chez I'adulte a conduit
au développement d'organoides issus
de ces cellules (Cox et al., 2019). Pour
obtenir des organoides a partir d'ASC,
celles-ci sont mises en culture direc-
tement dans le Matrigel® en présence
d’un cocktail de facteurs de croissance
présents dans le microenvironnement
tissulaire (appelé niche) de ces cellules
souches. Parmi les composés essen-
tiels utilisés, se trouvent un mitogéne,
I'EGF (Epidermal Growth Factor), des
inhibiteurs de la voie de signalisation
BMP (Bone Morphogenetic Protein)
et des activateurs de la voie WNT
(Wingless iNTegration) régulant les
ASC. Les organoides issus des ASC
sont des modeéles appropriés pour
I'étude des cellules souches présentes
chezl'adulte, par exemple pour mieux
comprendre leur role et leur régula-
tion (Laporte et al., 2021). Par contre,
ils ne refletent que le compartiment
de cellules endocrines. Pour remédier
a cet inconvénient, des développe-
ments visant a co-cultiver différents
types cellulaires au sein des orga-
noides tels que des cellules endo-
théliales ou immunitaires, présentes
également dans I'hypophyse anté-
rieure, sont des a présent envisagés
dans certains modeéles.

Les organoides obtenus a partir
d’ASC peuvent étre multipliés par dis-
sociation enzymatique suivie de la
remise en culture des cellules ou frag-
ments générés qui formeront d'autres
organoides tout en conservant leur
capacité a exprimer les marqueurs de
cellules souches attendus. Toutefois,
dans ces organoides placés dans
un milieu susceptible d’induire une
différenciation, aucune expression
d’hormone n'est observée. Testant
I'hypothése qu’une exposition a l'en-
vironnement existant in vivo est néces-
saire comme pour les organoides de
pancréas, une transplantation sous la
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capsule rénale de ces organoides a été
réalisée. Une différenciation limitée a
été obtenue faisant apparaitre seu-
lement un nombre réduit de cellules
lactotropes, somatotropes ainsi que de
cellules exprimant la sous-unité alpha
des hormones glycoprotéiques (Cox
etal., 2019). 1l faut noter que le nombre
d'organoides est plus important lors-
qu'ils sont générés a partir d’hypo-
physes d’animaux nouveau-nés qui
posseédent des cellules souches plus
nombreuses et plus actives.

Comme pour les systéemes provenant
des iPSC, la mise en place d'organoides
hypophysaires issus de tissu prélevé
chez un individu malade offre la pos-
sibilité d'explorer les mécanismes liés a
la pathogenese.

En quelques années, de grandes
avancées ont vu le jour pour I'établis-
sement des modéles d'organoides, a
partir de 2 stratégies complémentaires
impliquant soit les PSC soit les ASC.
Chacune d'entre elles dispose d’avan-
tages et d'inconvénients. Les manipula-
tions avec les PSC, notamment les iPSC,
sont plus laborieuses et longues mais
elles permettent le développement
concomitant de plusieurs types cellu-
laires et tissulaires, telle qu'une unité
hypothalamo-hypophysaire associée a
une différenciation cellulaire. Cet outil
est parfaitement adapté a l'étude du
développement embryonnaire et des
lignages cellulaires ainsi qu'a des stra-
tégies thérapeutiques de régénération
cellulaire et de supplémentation hor-
monale en cas de déficit. Néanmoins,
des progres sont encore nécessaires
pour obtenir des organoides hypophy-
saires disposant de tous les types cel-
lulaires hormonaux. En effet, jusqu’a ce
jour, aucune étude n'a été en mesure
d'observer des cellules gonadotropes
(Zhou et al.,, 2022).

Un avantage considérable pour les
iPSC est qu'elles peuvent étre obte-
nues a partir de cellules obtenues de
maniére peu invasive et en provenance
de nombreuses espéces laissant envi-
sager la mise en place d'organoides
de différents animaux. Cependant, il
peut étre nécessaire d'utiliser plusieurs

lignées d'iPSC car, pour une méme
espéce, elles présentent une hétérogé-
néité génétique et fonctionnelle (Kasai
etal., 2020).

L'avantage des ASC réside dans leur
plus grande facilité de mise en ceuvre
etun développement d'organoides plus
rapide. Mais en I'état actuel, leur faible
efficacité a se différencier en cellules
endocrines reste un écueil majeur. Des
modifications des conditions de culture
par exemple pourraient étre néces-
saires. Par ailleurs, le tissu de départ
peut étre difficile a obtenir, tel que I'hy-
pophyse humaine. Ce modéle n'en reste
pas moins tres intéressant pour l'étude
de la fonction hypophysaire adulte, de
I'impact du vieillissement ou des patho-
logies et de la tumorigenése (Nys et al.,
2022).

Des progrés constants sont réali-
sés dans l'établissement de modéles
organoides les plus proches possible
physiologiquement de I’'hypophyse in
vivo représentant les différents types
cellulaires, endocrines ou non et leurs
réseaux de communication mais éga-
lement les interactions entre différents
tissus tels que les tissus hypophysaire
et nerveux. Une question encore en
suspens concerne la similarité entre les
cellules des organoides et celles exis-
tantes in vivo ainsi que des mécanismes
impliqués dans leur différentiation.
Dans un futur proche, il conviendra
donc de comparer le transcriptome
des cellules d’'organoides a celui des
cellules hypophysaires tel qu'il a été
établi dans des études précédentes
pour I'humain et la souris (Ho et al.,
2020 ; Zhanget al., 2020 ; Ruf-Zamojski
etal., 2021). De plus, aucune donnée
ne permet de savoir si la structure tri-
dimensionnelle de I'adénohypophyse
est reproduite dans les organoides.
Une autre question d'importance
releve du mode de libération des hor-
mones, pulsatile ou non, adopté dans
ces modeles, en particulier dans les
unités hypothalamo-hypophysaires.
La réplique d'une pulsatilité serait le
témoignage d'un modele physiolo-
gique extrémement pertinent.

L'intégration d'un systéme vascu-
laire, de tissu conjonctif et de cellules
immunitaires dans ces modeéles serait

un atout pour se rapprocher encore un
peu plus de l'organe in situ. En ce sens,
les approches multidisciplinaires per-
mettant d'intégrer un systéme de vas-
cularisation et de cellules immunitaires
pour établir des organoides biomimé-
tiques offrent des opportunités exci-
tantes pour améliorer la maturité de
ces systemes. La mise au point d’un
organoide hypothalamo-hypophysaire
« sur puce » serait une belle prouesse
qui demande encore une longue route.

Enfin, jusqu’a présent, I'établisse-
ment de modéles d'organoides hypo-
physaires a surtout été assuré chez la
souris et I'Homme, le plus souvent a
partir diPSC. Le développement de ces
mini-organes pour différentes espéces
animales, dont les espéces a intérét
agronomique, reste encore a faire.

Pourtant, ces modéles pourraient éga-
lement représenter des outils adéquats
pour décrypter des mécanismes phy-
siologiques ou pathologiques chez de
nombreux animaux, dont les animaux
d’élevage. Compte tenu des similarités
de structure et de développement de
I'hypophyse entre différentes espéces
animales, il est possible d'imaginer que
les protocoles utilisés actuellement
pour la souris ou I'Homme soient trans-
posables a d'autres animaux. Outre
leur intérét pour la compréhension
des mécanismes physiologiques, de
tels outils pourraient permettre de cri-
bler in vitro un ensemble de molécules
candidates a visée thérapeutique pour
des troubles hypophysaires. Dans ce
contexte, les organoides d’hypophyses
de chevaux pourraient constituer une
approche intéressante pour identifier
des méthodes de thérapie ciblée dans
le cas des chevaux atteints du syndrome
de Cushing ( ).

Les organoides hypophysaires
peuvent aussi étre utiles pour tester
I'effet de molécules présentes dans I'en-
vironnement, telles que les pesticides,
sur le fonctionnement et 'homéosta-
sie del'organe. lls pourraient également
étre des outils avantageux pour estimer
les bienfaits de molécules susceptibles
d’améliorer les performances des ani-
maux, tels que par exemple les acides
gras polyinsaturés supplémentés a
I'alimentation.
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Maladie de Cushing chez le cheval.

Le syndrome de Cushing se caractérise par une hypersécrétion d’ACTH par la pars intermedia qui entraine une
augmentation de la libération de cortisol, hormone du stress, par les glandes surrénales. La sécrétion accrue
d’ACTH est liée a une diminution de la libération de dopamine hypathalamique, quia pour fonction dinhiber
la sécrétion d'ACTH. Il s'agit d'une maladie qui touche les chevaux dgés : environ 20 % des chevaux de plus
de 15 ans et 40 % des chevaux de plus de 30 ans en sont affectés (Doligez et Delarue, 2021). La maladie se
développe trés progressivement et peut n‘tre détectée que des années plus tard. Leffet de I'augmentation
de cortisol perturbe le métabolisme du glucose, des protéines et des lipides. Ceci se traduit par une fonte
musculaire, un amaigrissement, une léthargie, une baisse de performance et de fertilité, voire des signes
neurologiques. Le traitement couramment utilisé est un analogue de la dopamine, le pergolide, qui permet
de réduire I'hypersécrétion d’ACTH. Ce traitement, bien quiil ne permette pas la guérison, améliore la qualité
de vie du cheval en atténuant les symptomes. Toutefois, les résultats sont variables d'un individu a un autre.
Les organoides hypophysaires pourraient ainsi représenter un modele pour aider a identifier et mettre en

place des thérapies ciblées.

Conclusion

La faculté d'adaptation de I'hypo-
physe a des variations de son envi-
ronnement est une caractéristique
importante de ce tissu et fondamen-
tale pour maintenir I'équilibre de I'état
intérieur d'un individu malgré les
changements extérieurs. Afin d'amé-
liorer les connaissances sur les méca-
nismes de plasticité mis en jeu pour
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Résumé

L'hypophyse, glande maitresse de l'organisme, occupe une place centrale dans le systéme endocrinien. Composée d'un lobe antérieur
(adénohypophyse) responsable de la synthése d’hormones et d’un lobe postérieur (neurohypophyse) de structure nerveuse, elle recoit
des informations hormonales en provenance de I'hypothalamus, des organes périphériques et de ses propres cellules lui permettant de
réguler les grandes fonctions physiologiques telles que la croissance, le métabolisme, la reproduction ou le stress. Constituée de plusieurs
types cellulaires, chacun dédié a une fonction, 'adénohypophyse doit adapter ses sécrétions hormonales en fonction de la demande
physiologique ou des modifications de son microenvironnement liées a des causes physiologiques, contextuelles ou pathologiques. Pour
cela, elle fait preuve d’une grande plasticité qui met en jeu des changements dans le nombre, voire I'identité, des cellules sécrétrices. Des
cellules souches/progénitrices présentes dans I'hypophyse chez I'adulte pourraient étre impliquées. Les mécanismes sous-jacents a cette
plasticité sont mal élucidés. Afin de mieux les comprendre, des systémes d'étude in vitro, tels que les organoides capables de mimer la
structure architecturale et la fonction tissulaires, offrent une opportunité intéressante. lls permettent également d'appréhender les dys-
fonctionnements hypophysaires et d'envisager des approches thérapeutiques chezl’Homme et I'animal d'élevage. En outre, leur utilisation
permet de contribuer au principe des 3R pour les approches expérimentales : remplacer, réduire et raffiner. Si les modéles hypophysaires
actuels sont en cours d'émergence chez I'humain et les rongeurs, leur mise en place chez les espéces a intérét agronomique représente un
enjeu important. Le but de cette revue est de faire un état des lieux sur I'avancée des travaux visant a développer les modéles d’'organoides
hypophysaires en évaluant leurs avantages et leurs inconvénients. Auparavant, des éléments concernant I'histologie de I'hypophyse, son
développement lors de 'embryogéneése et ses capacités d’adaptation a des variations de son environnement seront décrits.

Abstract

Pituitary organoids : tools to characterize pituitary development, plasticity and pathologies ?

The pituitary gland, the master gland of the body, occupies a central place in the endocrine system. Composed of an anterior lobe responsible for
hormone synthesis (adenohypophysis) and a posterior lobe with a nervous structure (neurohypophysis), it receives hormonal information from
the hypothalamus, peripheral organs and its own cells, allowing it to regulate the major physiological functions such as growth, metabolism,
reproduction or stress. Consisting of several cell types, each dedicated to a main function, the anterior pituitary must adapt its hormonal secretions
according to the physiological demand or changes in its microenvironment related to contextual or pathological causes. For that, it shows a great
plasticity involving changes in the number or the identity of the secreting cells. Stem/progenitor cells present in the adult tissue could be involved.
The mechanisms underlying this plasticity are poorly understood. In order to clarify them, in vitro systems such as organoids capable of mimicking
tissue architectural structure and function offer an interesting opportunity. They also allow to understand pituitary dysfunctions and to consider
therapeutic approaches in humans and farm animals. In addition, their use contributes to the 3Rs principle for experimental approaches: replace,
reduce and refine. Although current pituitary models are mainly developed in humans and rodents, theirimplementation in species of agronomic
interest represents an important issue. The objective of this review is to provide an update on the studies aimed at developing pituitary organoid
models by assessing their advantages and disadvantages. First, anterior pituitary histology and embryonic development as well pituitary plasticity
to adapt to variations in its environment will be described.
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