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lutte contre tous les fléaux" -Jacques Servier (1991). 
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d'information entre des macromolécules neuronales constitutives capables 
de reconnaître des messagers chimiques et de traduire le contenu du 
message. 
L'une des plus grandes découvertes de ces dernières années est la 
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expérimentations sont envisagées pour définir la signification 
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d'un morceau de musique et, plus tard, je n'ai pas été surpris de 
rencontrer des obstacles analogues au cours de mes recherches. J'ai aussi 
appris la joie transcendante que l'on éprouve lorsque l'on réussit à 
formuler une idée nouvelle. Cette joie existe aussi bien en musique qu'en 
science." - 1987. 
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calcitonin gene-related peptide 
claustrum 
noyau linéaire caudal (central) du raphé 
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corticotropin-releasing factor 
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GABA 
Gal 
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Gly 
GMAP 
GnRH 
GP 
GRF 
GTP 
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HDB 
His 
HSA 
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I 
IC 
ic 
ICj 
IF 
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IMCPC 
InC 
IO 
ÏPC 
IPIP 
IPit 
IPP 
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LC 
lD 
LDTg 
Leu 
LH 
LH 
LM 
LOT 
LOID 
LP 
LPO 
LSD 
LSI 
LSO 
LSV 
LV 
LYe 
Lys 

noyau gélatineux du thalamus 
acide gamma-amino-butyrique 
galanine 
homorne de croissance 
glutamine 
glycine 
polypeptide associé au message de la galanine 
growth-hormone-releasing hormone 
globus pallidus 
growth-hormone-releasing factor 
guanosine 5'-triphosphate 

commissure habénulaire 
noyau du bras horizontal de la bande diagonale (Broca) 
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sérum albumine humaine 
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collicule inférieur 
capsule interne 
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MHb 
ML 
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mp 
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noyau du raphé médian (central supérieur) 
noyau trigéminal moteur 
noyau mamillaire médian, partie postérieure 
pédoncule mamillaire 
aire préoptique médiane 
noyau septal médian 
olive supérieure médiane 
noyau terminal médian du tractus optique accessoire 
tractus mamillothalamique 
tractus mamillotegmental 
noyau vestibulaire médian 

neuropeptide Y 
liaison non-spécifique 

chiasma optique 
couche du nerf optique du collicule supérieur 
noyau prétectal oli vaire 
tractus optique 
tétroxyde d'osmium 
noyau du tractus optique 
ventricule olfactif (partie olfactive du ventricule latéral) 

noyau hypothalamique paraventriculaire 
noyau hypothalamique paraventriculaire, partie magnocellulaire 
noyau hypothalamique paraventriculaire, partie parvocellulaire 
noyau parabigéminal 
noyau thalamique paracentral 
commissure postérieure 
cortex cingulé postérieur 
noyau péricentral du collicule inférieur 
noyau réticulaire parvocellulaire 
noyau hypothalamique périventriculaire 
noyau thalamique parafasciculaire 
paraflocculus 
noyau réticulaire paragigantocellulaire 
peptide message prégalanine 
noyau hypothalamique postérieur 
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Phe phénylalanine 
PHI peptide histidine isoleucine 
PIR cortex piriforme 
PMD noyau prémamillaire, partie dorsale 
PMV noyau prémamillaire, partie ventrale 
PN noyau paranigral 
Pn noyau pontin 
Po groupe nucléaire thalamique postérieur 
PPit lobe postérieur de l'hypohyse 
PPT noyau prétectal postérieur 
PR champ prérubral 
Pr5 noyau trigérninal sensoriel principal 
PrH noyau hypoglossal prepositus 
Pro proline 
PT noyau thalamique paraténial 
PVA noyau thalamique paraventriculaire, partie antérieure 
py tractus pyramidal 

R 
R noyau rouge 
RCh aire rétrochiasmatique 
Re noyau thalamique reuniens 
Rh noyau thalamique rhomboïde 
RIA dosage radioimmunologique 
RLi noyau linéaire rostral du raphé 
RMC noyau rouge, partie magnocellulaire 
RMg noyau magnus du raphé 
ROb noyau obscurus du raphé 
RPa noyau du plancher du raphé (raphé postpyramidal) 
RPC noyau rouge, partie parvocellulaire 
RPn noyau pontin du raphé 
RR noyau rétrorubral 
RRF champ rétrorubral 
rs tractus rubrospinal 
Rt noyau thalamique réticulaire 
RtTg noyau réticulotegmental du pont 

s 
S liaison spécifique 
s5 racine sensorielle du nerf trigéminal 
SC collicule supérieur 
SCh noyau suprachiasmatique 
SFi noyau septofimbrial 
SFO organe subfomical 
SG noyau thalamique supragéniculé 
SHi noyau septohippocampique 
SHy noyau septohypothalamique 
sm strie médullaire du thalamus 
SNC substance noire, partie compacte 
SNL substance noire, partie latérale 
SNR substance noire, partie réticulaire 
SO noyau hypothalamique supraoptoque 
Sol noyau du tractus solitaire 
sor noyau hypothalamique supraoptique, partie rétrochiasmatique (diffuse) 
sox décussation supraoptique 
sp5 tractus spinal du nerf trigéminal 
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Sp51 
Sp50 
SPF 
st 
STh 
Su7 
SuG 
SuM 
sumx 
SuVe 

T 
T 
tfp 
TH 
Thr 
1MC 
to 
ID 
TOL 
TRH 
Trp 
TT 
Tu 
Tyr 
tz 

v 
Val 
V Co 
VGJA 
VDB 
VLG 
VLGMC 
VLGPC 
VLL 
VM 
VP 
VPL 
VPM 
VPPC 
VTA 

x 
X2 
xscp 

z 
Zi 

noyau du tractus spinal du nerf trigéminal, partie interpolaire 
noyau du tractus spinal du nerf trigéminé, partie orale 
noyau thalamique subparafasciculaire 
strie terminale 
noyau subthalamique 
noyau suprafacial 
couche grise superficielle du collicule supérieur 
noyau supramamillaire 
décussation supramamillaire 
noyau vestibulaire supérieur 

liaison totale 
fibres transverses du pont 
tyrosine hydroxylase 
thréonine 
noyau hypothalamique magnocellulaire tubaire 
tractus olfactif 
tubercule olfactif 
tractus olfactif latéral 
thyrotropin-releasing hormone 
tryptophane 
taenia tecta (rudiment hippocampique antérieur) 
tubercule olfactif 
tyrosine 
corps trapézoïde 

valine 
noyau cochléaire ventral 
noyau cochléaire ventral, partie antérieure 
noyau du bras vertical de la bande diagonale (Broca) 
noyau géniculé ventrolatéral 
noyau géniculé ventrolatéral, partie magnocellulaire 
noyau géniculé ventrolatéral, partie parvocellulaire 
noyau ventral de la lemniscus latérale 
noyau hypothalamique ventromédian 
pallidum ventral 
noyau thalamique ventropostérieur, partie latérale 
noyau thalamique ventropostérior, partie médiane 
noyau thalamique ventropostérieur, partie parvocellulaire 
aire tegmentale ventrale 

test statistique de chi carré 
décussation du pédoncule cérébellaire supérieur 

zone incerta 
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La galanine a été initialement identifiée comme un peptide de 
vingt neuf acides aminés à partir d'extraits d'intestin de porc (Tatemoto et 
coll., 1983). L'absence d'homologie de séquence significative avec les 
autres peptides connus, et l'existence d'actions biologiques du peptide, ont 
permis dès lors d'établir qu'il s'agissait vraisemblablement du premier 
représentant connu d'une nouvelle famille de peptides biologiquement 
actifs. L'étude de ses fonctions physiologiques, compte tenu de sa 
singularité structurale, représente un domaine de recherche 
particulièrement important. De fait, l'essentiel des travaux menés 
jusqu'ici est consacré à la localisation de la galanine afin d'orienter 
l'investigation de ses potentialités physiologiques. 

Les études menées dans ce domaine ont montré que le peptide est 
largement distribué dans le système nerveux central et périphérique chez 
plusieurs vertébrés (Rokaeus et coll., 1984; Melander et coll., 1985, 
1986a ; Skofitsch et Jacobowitz, 1985 ; Rokaeus, 1987 ; Beal et coll., 
1988 ; Parsons et coll., 1989 ; Holmqvist et Ekstrom, 1991 ; Vallarino et 
coll., 1991), dont l'Homme (Bauer et coll., 1986a, b ; Gentleman et coll., 
1989 ; Shimosegawa et coll., 1992) et chez des invertébrés (Roberts et 
coll., 1989 ; Lundquist et coll., 1991). La localisation de la galanine par 
immunohistochimie a été spécialement étudiée chez le Rat. Le peptide est 
présent dans le cerveau et la moëlle épinière, ainsi que dans plusieurs 
systèmes et organes périphériques: système respiratoire, système gastro­
intestinal, pancréas, système uro-génital et surrénales. Des taux très élevés 
de galanine sont détectés dans le tube digestif mais des concentrations 
encore plus importantes apparaissent dans le système nerveux central en 
particulier dans le bulbe rachidien, l'hypothalamus, l'éminence médiane et 
la neurohypophyse (Rokaeus et coll., 1984 ; Ch'ng et coll., 1985 ; 
Skofitsch et Jacobowitz, 1985). 

Les multiples effets physiologiques de la galanine sont médiés par 
l'interaction du peptide avec des sites de reconnaissance membranaires. 
Peu après sa découverte, alors qu'on ne connaissait rien de sa régulation 
et presque rien sur le mécanisme d'action de la galanine au niveau 
intracellulaire, une description préliminaire de la distribution de son 
récepteur dans le cerveau de Rat était effectuée (Melander et coll., 1986b; 
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Skofitsch et coll., 1986). Presque simultanément, le récepteur de la 
galanine était caractérisé dans le pancréas endocrine (Amiranoff et coll., 
1987) et dans le cerveau de Rat (Servin et coll., 1987). Une seule classe 
de sites de liaison de haute affinité du peptide a été mise en évidence 
(Amiranoff et coll., 1987 ; Servin et coll., 1987), dont le couplage à une 
protéine de liaison des guanylnucléotides, ou protéine-G, a été démontré 
chez le Rat (Dunne et coll., 1989 ; Lagny-Pourmir et coll., 1989a ; 
Amiranoff et coll., 1992). Dans le système nerveux central des 
mammifères, la détection radioautographique de ce récepteur a été 
étudiée chez le Rat (Melander et coll., 1986b, 1988 ; Skofitsch et coll., 
1986 ; Fi sone et coll., 1987, 1989a, b ; Bonnefond et coll., 1990), le 
Singe et l'Homme (Kohler et coll., 1989a, b, 1990 ; Bonnefond et coll., 
1990). Plus récemment, des études ont également été envisagées dans le 
système nerveux central du Saumon (Holmqvist et Carlberg, 1992) et 
chez la Mouche (Jobard et coll., 1992). Les densités les plus élevées de 
récepteurs sont détectées dans le système nerveux central: locus coeruleus, 
hippocampe ventral, complexe amygdaloïde, septum latéral et plus 
particulièrement dans l'hypothalamus. 
Très récemment, Wynick et collaborateurs (1993a) ont caractérisé un 
récepteur de type GAL-R2 différent du récepteur de la galanine connu 
jusqu'alors (GAL-RI). Le récepteur GAL-R2 serait exclusivement 

exprimé dans l'adénohypophyse et dans l'hypothalamus (Wynick et coll., 
1993a), mais cette étude récente reste encore à confirmer et à préciser. 

Chez les mammifères, la localisation des récepteurs de la galanine, 
GAL- R 1, réalisée essentiellement chez le Rat par radioautographie 

qualitative et quantitative correspond sensiblement à la distribution 
d'ensemble du peptide. Cependant des discordances apparaissent dans 
certaines régions. 

Depuis sa découverte en 1983, de nombreuses investigations 
physiologiques et pharmacologiques, corrélées aux données anatomiques, 
ont démontré que la galanine affecte diverses fonctions. Tatemoto et 
collaborateurs (1983) ont tout d'abord mis en évidence qu'en périphérie 
la galanine avait un effet hyperglycémiant et qu'elle était dotée d'effets 
sur la contractilité de l'intestin et de la vessie chez le Chien. Des études 
relatives à ces travaux ont été réalisées sur les fonctions de la galanine 
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dans le pancréas endocrine et sur le muscle lisse (Mc Donald et coll., 
1985 ; Delvaux et coll., 1991). Les données de la littérature font 
apparaître la galanine comme un messager du système nerveux autonome 
et du système nerveux intrinsèque de divers organes et glandes endocrines 
et exocrines. Le peptide est capable de réguler les sécrétions et la 
contractilité des organes. D'autre part, des études ont montré que la 
galanine est présente dans les fibres véhiculant la sensibilité viscérale et 
qu'elle pourrait être impliquée dans la régulation de la perception 
douloureuse (Wiesenfeld-Hallin et coll., 1992). La galanine apparaît donc 
comme impliquée dans des fonctions incluant la sécrétion hormonale, 
l'activité neuronale et la contractilité du muscle lisse. 

Dans le système nerveux central, la galanine a une distribution 
ubiquitaire suggérant qu'elle est impliquée dans de nombreuses fonctions. 
La galanine est souvent colocalisée avec des "neurotransmetteurs 
classiques" (Rokaeus, 1987), et/ou des neuropeptides (Rokaeus et coll., 
1988 ; Meister et coll., 1990 ; Merchenthaler et coll., 1990) dont elle peut 
modifier la libération (action présynaptique) ou l'effet (action post­
synaptique) (Consolo et coll., 1990a ; Puxe et coll., 1990 ; Hedlund et 
coll., 1991 ; Parsons et Konopka, 1991 ; Schonrock et coll., 1991 ; Fisone 
et coll., 1992). Des actions biologiques et pharmacologiques de la 
galanine ont été identifiées pour lesquelles elle apparaît le plus souvent 
comme un agent inhibiteur fortement hyperpolarisant (Bartfai et coll., 
1992). Elle rejoint ainsi un groupe de peptides comprenant notamment la 
somatostatine, la substance P, la neurotensine et les peptides opioïdes. 

Chez les mammifères, de nombreuses régions cérébrales 
renferment des corps cellulaires et/ou des fibres nerveuses contenant de la 
galanine ainsi que des récepteurs du peptide. Chez le Rat, des taux 
particulièrement importants du peptide et de ses récepteurs ont été 
détectés dans le système limbique. Des études indiquent que la galanine 
pourrait agir à ce niveau comme un modulateur inhibiteur de la fonction 
cholinergique et être impliquée dans les processus de mémoire (Crawley 
et Wenk, 1989). Le locus coeruleus et le noyau du tractus solitaire 
renferment également des taux considérables de peptide et de récepteurs. 
Les concentrations les plus élevées ont été trouvées dans différentes 
régions de l'hypothalamus dont l'éminence médiane, dans laquelle un 
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plexus dense de fibres immunoréactives (Rokaeus et coll., 1984 ; 
Skofitsch et Jacobowitz, 1985 ; Melander et coll., 1986a) et de sites de 
liaison spécifiques de la galanine (Melander et coll., 1986b) ont été 
rapportés. L'éminence médiane constitue la zone de projection des 
systèmes neurohormonaux hypophysiotropes: somatolibérine (GRF), 
somatostatine, gonadolibérine (GnRH), corticolibérine (CRF), Dopamine 
(Jacobowitz, 1988 ; Meister et coll., 1989). La galanine pourrait agir à ce 
niveau via des actions paracrines pour moduler la libération des 
neurohormones (Arai et Calas, 1991). Il a été observé qu'après injections, 
intraveineuse, intracérébroventriculaire ou intrahypothalamique, la 
galanine régule la sécrétion de la plupart des hormones antéhypophysaires 
(Merchenthaler et coll., 1993). Elle stimule la sécrétion d'hormone 
somatotrope (GH) (Bauer et coll., 1986c ; Ottlecz et coll., 1986; Cella et 
coll., 1988 ; Murakami et coll., 1989 ; Maiter et coll., 1990), de 
prolactine (PRL) (Koshiyama et coll., 1987 ; Wynick et coll., 1993b) et 
de gonadotropine (GnRH) (Sahu et coll., 1987 ; Lopez et coll., 1990a, 
1991) et inhibe la sécrétion de corticotropine (ACTH) (Hooi et coll., 
1990). Un autre rôle de la galanine hypothalamique a également été mis 
en évidence: elle pourrait stimuler la prise alimentaire (Leibowitz, 1991). 
D'autre part, la galanine pourrait avoir des effets neuroendocrines directs 
sur l'hypophyse (Bauer et coll., 1986c ; Gabriel et coll., 1988 ; Cheung et 
coll., 1990). Il semble donc possible que la galanine soit une véritable 
neurohormone hypothalamique impliquée dans le contrôle de processus 
physiologiques et du comportement de base. 

Des travaux récents indiquent que la galanine pourrait agir comme 
un promoteur de ,croissance (WoU et Rozengurt, 1989). Des effets 
stimulants de la galanine sur la prolifération de cellules tumorales ont été 
mis en évidence (Sethi et Rozengurt, 1991a, b). Par ailleurs il a été décrit 
une augmentation sélective de la synthèse de galanine au cours du 
développement d'un prolactinome induit par les oestrogènes chez le Rat 
(Vrontakis et coll., 1987). Il a également été démontré que des lésions de 
nerfs périphériques ou de racines sensitives peuvent entraîner une 
synthèse de galanine dans les neurones des ganglions rachidiens et de la 
moëlle dorsale (Villar et coll., 1991 ). Ces derniers résultats constituent 
des arguments en faveur d'un rôle potentiel de la galanine dans des 
phénomènes de prolifération cellulaire, différentiation, tumorigénèse et 
réparation cellulaire. 
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Des observations ont permis de mettre en évidence des variations 
du contenu cérébral en galanine et en récepteurs de la galanine dans 
certaines pathologies: adénomes hypophysaires (Vrontakis et coll., 1990 ; 
Sano et coll., 1991 ; Giustina et coll., 1992), maladies neurodégénératives 
telles que la maladie de Parkinson (Chan-Palay, 1988a) et la maladie 
d'Alzheimer (Chan-Palay, 1988a; Beal et coll., 1990a, b). 

La conception de molécules à visée thérapeutique nécessite la 
connaissance de plus en plus précise des cibles biologiques sur lesquelles 
vont éventuellement agir ces produits. Ces éléments soulignent 
1' importance de 1' étude des récepteurs de la galanine centrale pour la mise 
au point de ces modèles. 

A l'heure actuelle, l'essentiel des investigations anatomiques, 
physiologiques et pharmacologiques de la galanine a été mené chez le Rat. 
Les récepteurs de la galanine, GAL-R1, ont été visualisés antérieurement 
par radioautographie surtout chez cette espèce (Melander et coll., 1986b, 
1988 ; Skofitsch et coll., 1986 ). Aux vues de ces données, on constate 
que: 

- la galanine peut être associée à une variété de systèmes ; 
- des divergences apparaissent selon les auteurs à propos de la 
distribution des récepteurs dans certaines régions (Melan~er et 
coll., 1986b, 1988; Skofitsch et coll., 1986; Bonnefond et coll., 
1990). 

Par conséquent, donner une signification physiologique précise de la 
galanine s'avère difficile. La représentativité des études de distribution 
réalisées chez le Rat s'est donc posée. La comparaison de celles-ci avec 
des distributions établies chez d'autres espèces pourrait permettre de 
progresser dans ce domaine et aboutir à de meilleurs modèles 
expérimentaux utilisables en neuropharmacologie. Par exemple, de telles 
études ont montré que le Cobaye constitue un modèle expérimental plus 
intéressant que le Rat pour la neuropharmacologie des récepteurs kappa 
(Sharif et Hughes, 1989). 
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Le Cobaye est, après le Rat, le mammifère le plus utilisé en 
laboratoire. Nous avons donc envisagé d'étudier la distribution des 
récepteurs de la galanine GAL-R1 dans le système nerveux central 
de cette espèce par étude de liaison, ce qui n'avait jamais été effectué 
jusqu 'à présent. Les techniques biochimiques, ne permettant pas une 
visualisation des récepteurs au niveau structural, la détection des sites de 
liaison de la galanine est effectuée par technique radioautographique qui 
permet une localisation de ceux-ci tout en préservant les structures 
biologiques. 
Une cartographie des récepteurs de la galanine a donc été réalisée in 
vitro par macroradioautographie quantitative dans le système 
nerveux central de Cobaye. Ce travail est mené avec le seul 
radioligand des récepteurs GAL-R1 utilisé actuellement dans les études de 
distribution: la galanine marquée à l'iode-125, ou 1251-galanine. 
La quantification régionale des données radioautographiques dans le 
cerveau de Cobaye est réalisée grâce à un système d'analyse d'image 
assisté par ordinateur. 

Avant toute étude des sites de liaison de la galanine dans les diverses 
structures cérébrales il s'est révélé nécessaire de contrôler l'efficacité de 
la technique de liaison couramment utilisée chez le Rat et d'en adapter 
l'utilisation chez le Cobaye en tenant compte des propriétés physico­
chimiques du radioligand employé. 

Les expériences menées ont permis de comparer les distributions établies 
chez le Rat et le Cobaye et d'établir l'existence ou la non-existence de 
différences inter-espèces. 

Chez le Rat, les données controversées quant à la distribution des 
récepteurs GAL-R1 dans certaines régions ont soulevé la question d'un 
masquage de sites par la galanine endogène. Des travaux récents réalisés 
chez le Rat ont en effet démontré que les guanylnucléotides permettent de 
révéler une large distribution des sites de liaison de la 1251-galanine plus 
particulièrement dans l'hypopthalamus et l'éminence médiane (Lagny­
Pourmir et Epelbaum, 1992). Nous avons donc envisagé d'étudier la 
distribution des récepteurs GAL-R1 chez le Cobaye en présence de Mg2+ 
et de GTP pour tester leur sensibilité potentielle aux gùanylnucléotides et 
essentiellement pour trouver une condition de détection plus favorable 
pour la suite de nos travaux (microscopie électronique). 
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La seconde partie de ce travail est consacrée à l'identification 
immunocytochimique des structures contenant de la galanine 
dans l'hypothalamus du Cobaye. 
Compte tenu des résultats obtenus chez le Rat, nous nous sommes surtout 
focalisés sur la distribution de la galanine dans l'aire préoptique et le 
noyau arqué: une comparaison avec la distribution du GnRH et du GRF 
a été réalisée à l'échelle de la microscopie photonique. 

La galanine étant supposée avoir un rôle local neuromodulateur 
dans l'éminence médiane, la dernière partie de ce travail sera consacrée à 
l'étude de la localisation ultrastructurale des récepteurs de la 
galanine (GAL-RI) dans l'éminence médiane. Une étude 
comparative chez le Cobaye et le Rat a été réalisée en présence et 
en absence de Mg2+ et de GTP. 
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1 - Les différentes formes de ~:alanine 

1-1. Découverte: 

En 1983, Tatemoto et collaborateurs ont purifié un peptide de 29 acides 
aminés, amidé en position C-terminale, à partir de l'intestin de porc. Le 
nom de galanine a été choisi en raison de l'existence de glycine en 
position N-terminale et d'alanine en position C-terminale (Fig.1). 
Les auteurs ont alors établi que la galanine ne présentait aucune 
homologie de structure avec celles des autres peptides connus. De plus, ils 
démontraient que la galanine était dotée d'activités biologiques. 

La galanine est donc apparue d'emblée comme le premier représentant 
connu d'une nouvelle famille de peptides biologiquement actifs. 

1-2. Synthèse: 

Les techniques de biologie moléculaire ont permis le clonage de l'ADNe 
du gène codant pour une protéine précurseur de la galanine de porc, rat, 
vache et homme: la préprogalanine (Rokaeus et Brownstein, 1986 ; 
Vrontakis et coll., 1987 ; Kaplan et coll., 1988 ; Rokaeus et Carlquist, 
1988 ; Evans et Shine, 1991). Chez ces espèces, la préprogalanine est un 
précurseur protéique de 123-124 acides aminés (Fig.2), correspondant à 
une séquence signal, un peptide message prégalanine (PGMP), la galanine, 
et une protéine de 59 acides aminés: polypeptide associé au message de la 
galanine (GMAP). La production et la sécrétion du peptide message 
prégalanine et du GMAP, ainsi que la régulation de la galanine restent 
encore mconnues. 
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UJ 
0 

1 5 10 15 
Porc : ~ - Trp - Thr - 1.e..u. - Asn -~ - Alg - .Gly_ - Tyr - 1.e..u. -~ - Qh: - Pro - His - Ala -

Mouton 

Rat 

Boeuf 

Homme: 

Poulet : 

20 25 29 30 
Porc : lie - Asp -Asn - His - Arg - Ser - Phe - His - Asp - Lys - Tyr - Gly - Leu - Ala - NH2 

Mouton : His 

Rat Ser His Thr - NH2 

Boeuf :Leu Ser Gin His 

Homme : Val - Gly Ser A sn Thr - ~!:} œ-

Poulet :Val Asn His Phe Thr - NH2 

Fig.l: Comparaison des différentes séquences de galanine chez les mammifères et le Poulet. 

La région N-terminale de la séquence de galanine (15 premiers acides aminés soulignés), commune à toutes les 
espèces, correspond au site actif de la molécule. 
La portion C-terminale, variable selon l'espèce, semble impliquée dans l'activité biologique du peptide. 



1-3. Structure: 

La séquence de la galanine, identifiée directement et/ou déduite de 
l'ADNe de son précurseur, est connue pour six espèces de vertébrés: Porc 
(Tatemoto et coll., 1983), Boeuf (Rokaeus et Carlquist, 1988), Rat 
(Vrontakis et coll., 1987 ; Kaplan et coll., 1988), Mouton (Sillard et coll., 
1991), Poulet (Norberg et coll., 1991) et Homme (Bersani et coll., 1991 ; 
Evans et Shine, 1991 ; Schmidt et coll., 1991 ; McKnight et coll., 1992). 

La comparaison de ces molécules révèle que la séquence en acides aminés 
du peptide est fortement conservée au cours de l'évolution. Cependant, la 
structure de la galanine présente une certaine hétérogénéité liée à l'espèce 
(Fig.l ). La galanine est constituée d'une séquence de 29 acides aminés 
amidée en position C-terminale, à l'exception de la galanine humaine qui 
est non-amidée et contient un acide aminé supplémentaire. Alors que la 
séquence N-terminale de la galanine est fortement conservée, la région C­
terminale présente des variabilités substantielles liées à l'espèce qui 
pourraient être responsables des effets de la galanine spécifiques de 
l'espèce sur plusieurs systèmes endocrines, comme sur la sécrétion de 
glucagon et d'insuline (Gilbey et coll., 1989 ; Miralles et coll., 1990). La 
forte conservation des 15 premiers acides aminés N-terminaux serait 
vraisemblablement responsable de l'interaction avec le récepteur. 

1-4. Formes moléculaires: 

L'existence de plusieurs formes immunoréactives de la galanine a été mise 
en évidence par techniques biochimiques dans la plupart des tissus étudiés 
et pour des espèces différentes, sans que soit déterminée leur séquence 
précise. Récemment, une forme courte de la galanine, biologiquement 
active, a été isolée et identifiée dans le colon humain: la galanine 1-19 
(Bersani et coll., 1991). Chez le porc, un fragment synthétique, la 
galanine 1-20, paraît équipotente à la forme 1-29 sur la motilité 
intestinale du chien (Fox et coll., 1988). Il existe effectivement dans la 
séquence de la galanine un doublet basique His-Arg en position 19-20, 
présent dans toutes les séquences connues de galanine, susceptible d'être 
clivé (Fig.1 ). Il est donc probable que la galanine 1-19 soit une galanine 
courte, biologiquement active, présente dans plusieurs espèces. 
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Représentation schématique des structures de préprogalanine 
porcine, bovine, de rat et humaine. 

123 

Porcine GMAP 

Gly Arg 
Arg 

123 

Bovine 

Gly Arg 
Arg 

124 

Rat 

Arg 

123 

Humaine 

Arg 

Fig.2: Représentation schématique de la préprohormone de la galanine porcine, bovine, 
de rat et humaine (Merchenthaler et al, 1993). 
Les acides aminés basiques lysine (Lys) et arginine (Arg), correspondant à des sites de 
clivage, sont représentés respectivement en pointillés et en hachures blanches. La glycine 
représentée en traits pleins, est un donneur d'amidation pout la région C-terminale de la 
molécule de galanine. On note que dans la galanine humaine un résidu sérine (Ser) est 
substitué à la glycine présente dans les autres espèces. En conséquence, la galanine 
humaine possède un acide aminé supplémentaire (30 au lieu de 29 pour les autres 
espèces). 

PGMP: peptide message prégalanine ; 
GMAP: peptide associé au message de la galanine. 
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Se pose alors la question de l'activité biologique du fragment produit en 
même temps: la galanine 20-29 ou 20-30. En position N-terminale de ce 
fragment, il existe un triplet Arg-Ser-Phe qui pourrait posséder une 
activité de liaison facilitée par le cycle Phe, et par suite une activité 
biologique propre, différente de celles de la galanine 1-29 (ou 1-30) et de 
la galanine 1-19. 
Aucune forme courte de galanine contenant l'extrémité C-terminale n'a 
été isolée jusqu'ici. L'existence de telles molécules ne peut être totalement 
exclue, puisque la recherche des formes connues de galanine a été établie 
par détection de leur extrémité N -terminale. De plus, dans l'estomac et 
l'intestin de Rat, des sites de liaison reconnaissant la galanine 1-29, mais 
aussi la galanine 9-29 ont été caractérisés (Rossowski et coll., 1990). 

Même si une forme courte de galanine a été isolée chez l'Homme, le 
métabolisme de la galanine (1-29 ou 1-30) est actuellement très mal 
connu. Alors que les 15 premiers acides aminés en position N-terminale 
sont identiques pour toutes les structures de la galanine connues, il est 
supposé que l'hétérogénéité de structure liée à la région C-terminale 
pourrait expliquer les différences d'effets et d'activité de la galanine chez 
les différentes espèces. Il semble cependant bien établi que la moitié N­
terminale du peptide se lie avec une haute affinité et active efficacement 
de nombreux récepteurs centraux et périphériques. 
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2 - Les récepteurs de la ~:alanine 

2-1. Identification: 

Le neuropeptide ubiquitaire galanine exerce diverses actions biologiques 
dans l'organisme des mammifères qui sont médiées par l'interaction du 
peptide avec des sites de reconnaissance membranaires. Le pancréas 
endocrine et le cerveau étant considérés comme les tissus cibles majeurs 
du peptide, l'identification des sites récepteurs de la galanine a été réalisée 
dans ces organes. 

En accord avec l'effet inhibiteur connu de la galanine sur la sécrétion 
d'insuline in vivo et in vitro (McDonald et coll., 1985), les premiers 
récepteurs de la galanine (GAL-Rl) ont été initialement découverts à 
partir de cellules tumorales ~-pancréatiques de Hamster (Amiranoff et 
coll., 1987), puis identifiés sur lignées de cellules J3- et ô-pancréatiques de 
Rat en culture (Amiranoff et coll., 1988, 1989a, 1991 ; Lagny-Pourmir et 
coll., 1989a). 

En même temps, en relation avec la localisation de la galanine dans le 
système nerveux central et le rôle régulateur de la galanine centrale sur la 
libération de neurotransmetteurs (Nordstrom et coll., 1987 ; Nishibori et 
coll., 1988 ; Tsuda et coll., 1989), de nombreux récepteurs (GAL-Rl) ont 
été décrits sur membrane de cerveau de Rat,· principalement dans 
l'hypothalamus (Servin et coll., 1987) et caractérisés dans l'hippocampe 
ventral (Fisone et coll., 1989a). 

Tout récemment, des récepteurs qui pourraient appartenir à une autre 
classe (GAL-R2), ont été décrits dans l'adénohypophyse de Rat (Wynick 
et coll., 1993a). 
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2-2. Caractérisation: 

Ces récepteurs de la galanine répondent à un certain nombre de critères 
pharmacologiques requis pour l'information biologique: saturabilité, 
réversibilité par des antagonistes spécifiques, haute affmité et spécificité. 

L'ensemble des données portant sur les récepteurs de la galanine du 
cerveau et du pancréas de Rat de type GAL-RI démontre qu'il existe des 
récepteurs de la galanine de haute affinité et spécifiques dans ces deux 
tissus dont les caractéristiques cinétiques et physiques sont similaires: Kd 
de 0,2 à 2 nM dans un modèle à une classe de sites (Amiranoff et coll., 
1987 ; Servin et coll., 1987 ; Fisone et coll., 1989a ; Lagny-Pourmir et 
coll., 1989a). 
Des expériences de marquage d'affinité ont mis en évidence que ces sites 
de liaison récepteurs de la galanine identifiés dans le cerveau de Rat 
(Servin et coll., 1987), comme ceux caractérisés sur lignées de cellules ~­
et ô-pancréatiques (Amiranoff et coll., 1987, 1988, 1989a, 1991 ; Lagny­
Pourmir et coll., 1989a) ont une structure identique. 
La caractérisation moléculaire des récepteurs pancréatiques et cérébraux 
de la galanine a permis d'établir que le récepteur de la galanine se 
comporte comme une protéine monomérique glycosylée de poids 
moléculaire 54 kDa (Servin et coll., 1987 ; Chen et coll., 1992, 1993). 

Le récepteur GAL-R2 caractérisé dans l'adénohypophyse est un récepteur 
de haute affinité: Kd de 4,4 nM (Wynick et coll., 1993a). 

2-3. Relation structure-activité: 

Une grande similitude entre les récepteurs pancréatiques et cérébraux de 
type GAL-RI a également été démontrée (Amiranoff et coll., 1989b ; 
Fi sone et coll., 1989b ; Lagny-Pourmir et coll., 1989b ). 

Des fragments synthétiques du peptide amputés de leur extrémité N­
terminale: galanine (2-29), galanine (3-29), galanine (10-29), ou de leur 
extrémité C-terminale: galanine (1-15), et des peptides de substitution de 
la galanine ont été utilisés pour déterminer la relation structure-activité 
sur la liaison de la galanine à son récepteur. 
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L'ensemble des travaux réalisés a permis de conclure que (1) la séquence 
entière de la galanine est requise pour la pleine activité du peptide ; (2) 
les 15 acides aminés N-terminaux du peptide constituent la partie active 
de la molécule pour l'interaction avec le récepteur ; 3) les deux premiers 
acides aminés sont cruciaux ; 4) la substitution de l'acide aromatique en 
position 2 (Trp) par un résidu non aromatique abolit complètement 
l'activité de la galanine. 

Ces résultats mettent ainsi en évidence l'importance de la région N­
terminale de la galanine, et particulièrement du deuxième acide aminé, 
dans la liaison de la galanine à son récepteur aussi bien que dans son 
action biologique dans le pancréas endocrine et le cerveau de Rat. 
Cette portion de la molécule de galanine est par ailleurs rigoureusement 
invariable selon l'espèce à l'inverse de la région C-terminale (cf.- 1/ Les 
différentes formes de la galanine ). 

Contrairement aux données obtenues pour le récepteur GAL-RI, il a été 
montré que la région 3-10 de la galanine et l'acide aminé en position 25 
(Lysine) sont cruciaux pour la liaison et l'activité biologique relatives au 
récepteur GAL-R2. 

2-4. Transduction membranaire du signal lié à la galanine: 

Ces données concernent uniquement le récepteur GAL-RI qui reste le 
mieux connu à l'heure actuelle, la caractérisation du récepteur GAL-R2 
étant trop récente. 

*pancréas endocrine: 

Après liaison à son récepteur, la galanine hyperpolarise et repolarise les 
cellules ~-pancréatiques en activant des canaux K+-ATP dépendants 
(DeWeille et coll., 1988 ; Sharp et coll., 1989), et inhibe une adénylate­
cyclase (Amiranoff et coll., 1988). Une action inhibitrice retardée dans le 
couplage stimulus-sécrétion, probablement proche de l'exocytose, a 
également été démontrée comme un autre effet possible de cette 

36 



interaction (Sharp et coll., 1989 ; Ullrich et Wollheim, 1989). Il a été 
proposé que tous ces effets pourraient être médiés par des protéines G 
puisque leur sensibilité à la toxine de pertussis a été démontrée 
(Amiranoff et coll., 1988 ; Sharp et coll., 1989). D'autre part, il est établi 
que la liaison spécifique de la galanine est inhibée de manière sélective et 
dose-dépendante par les guanylnucléotides (Lagny-Pourmir et coll., 
1989a). 
Une étude plus précise de la présence des différents types de protéines G a 
été réalisée à l'aide d'anticorps spécifiques des sous-unités ai~> ah, ah, 
a 0 • Toutes ces protéines ont été détectées par technique biochimique sur 
membranes de cellules de lignée ~-pancréatique, dont deux formes de 
poids moléculaires légèrement différents pour ao (Cormont et coll., 
1991). 

*Système nerveux central: 

Dans le système nerveux central, les études portant sur le couplage 
possible des récepteurs de la galanine à des protéines G ont été réalisées 
tout d'abord dans l'hippocampe de Rat (Fisone et coll., 1989b). Les 
auteurs ont montré que la liaison de la galanine à ses récepteurs est 
affectée par une ADP-ribosylation catalysée par la toxine de pertussis, 
suggérant que le récepteur de la galanine hippocampique est couplé à une 
protéine G de classe Gi/Go de la même manière que le récepteur 
pancréatique. 
D'autre part, il a été démontré que les guanylnucléotides pouvaient 
influencer l'expression des sites de liaison de la galanine dans le cerveau 
de Rat (Lagny-Pourmir et Epelbaum, 1992), confirmant ainsi le couplage 
potentiel des récepteurs cérébraux du peptide à une protéine G. 

Ces travaux, confirmés par une étude de caractérisation fonctionnelle et 
moléculaire des récepteurs pancréatiques et cérébraux de la galanine 
(Amiranoff et coll., 1992), ont permis de démontrer chez le Rat que 
toutes les actions de la galanine médiées par un récepteur GAL-Rt 
présentent un couplage d'inhibition de l'adénylate-cyclase via une protéine 
Gi/Go sensible à la toxine de pertussis. 
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2-5. Mécanismes moléculaires d'action de la galanine sur les 
récepteurs de type GAL-Rt: 

*Cellules du pancréas endocrine: 

L'inhibition de la libération d'insuline dans la lignée cellulaire ~­
pancréatique Rin rn 5F par les récepteurs de la galanine inclut une 
diminution de la concentration de Ca2+ intracellulaire (Ahrén et coll., 
1986), probablement via une hyperpolarisation causée par ouverture de 
canaux K+ sensibles ou non à l'ATP (DeWeille et coll., 1988; Wâhlander 
et coll., 1990). L'inhibition de la sécrétion d'insuline médiée par la 
galanine serait induite par l'activation de ces canaux seuls ou par 
interaction directe via une protéine G avec des mécanismes sécrétoires 
(Dunne et coll., 1989). 

*Cellules nerveuses: 

Dans l'hippocampe, au niveau présynaptique, la galanine inhibe la 
libération d'acétylcholine stimulée par la scopolamine (Fisone et coll., 
1987 ; Consolo et coll., 1991), la libération d'histamine induite par 
dépolarisation potassique (Arrang et coll., 1991), ainsi que la libération 
massive de glutamate d'origine anoxique (Ben-Ari, 1990) ou ischémique 
(Zini et coll., 1993). 
Un mécanisme analogue à celui de la galanine dans les cellules ~­
pancréatiques incluant l'ouverture de canaux K+-ATP, hyperpolarisation 
et la fermeture de canaux Ca++ sensibles au voltage pourrait être proposé. 

Sur toutes les cellules nerveuses étudiées, la galanine apparaît toujours 
hyperpolarisante au niveau post-synaptique et inhibitrice de l'excitabilité 
(Fisone et coll., 1989b ; Seutin et coll., 1989 ; Palazzi et coll., 1988, 1991 
; Parsons et Konopka, 1991 ; Schonrock et coll., 1991). 
L'hyperpolarisation semble liée à l'ouverture de canaux K+. 
Parallèlement, il y a fermeture des canaux Ca++ voltage-dépendants. 
Cependant, le mécanisme de suppression d'excitabilité dans tous ces 
modèles n'est pas connu. 
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Fig.3: Mécanisme d'action de la galanine au niveau cellulaire. 
La galanine inhibe la sécrétion de transmetteurs classiques et/ou de peptides par plusieurs voies. La galanine se lie à un récepteur membranaire (R) 
couplé à des protéines G (G). Une fois activées, certaines de ces protéines G sont capables d'inhiber l'activité adénylate cyclase (AC), d'autres 
stimulent l'ouverture de canaux K +-A TP. Cette dernière action provoque une hyperpolarisation de la membrane cellulaire qui ferme des canaux Ca++ 
voltage-dépendants. L'inhibition par la galanine de canaux Ca++ de type L pourrait aussi être plus directe (via une protéine G?). 



En résumé, il semble que l'occupation des récepteurs de la galanine, de 
type GAL-R 1, par des agonis tes conduise à une réduction des 
concentrations de Ca2+ intracellulaire dans la plupart des types 
cellulaires, réduisant de ce fait la libération de transmetteurs et inhibant 
d'autres processus dépendants du Ca2+ (Fig.3). Actuellement, il apparaît 
clairement établi que l'effet de la galanine sur les concentrations en Ca2+ 
implique l'ouverture de canaux K+, la fermeture de canaux Ca2+ et 
l'inhibition de l'activité adényl-cyclasique liées à une activation de 
récepteurs de haute affinité couplés à une protéine Gi/Go (Dunne et coll., 
1989 ; Lagny-Pourmir et coll., 1989a ; Amiranoff et coll., 1992). 

En ce qui concerne le récepteur GAL-R2, aucune donnée n'est disponible 
pour le moment. 
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3 - Distribution de la 2alanine et de ses récepteurs 

Compte tenu de l'orientation de notre travail, nous n'exposerons 
brièvement que des résultats qui concernent le système nerveux central 
des vertébrés supérieurs. 
Chez les mammifères, les espèces les mieux connues sont le Rat, le Singe 
et l'Homme. Le Rat étant l'animal le plus étudié, les structures à galanine 
et celles présentant des récepteurs du peptide de type GAL-R1 seront 
décrites plus en détail (Tableau 1). Pour les primates les différences inter­
espèces avec le Rat seront seulement discutées. 

3-1. Distribution du peptide galanine 

Les études immunocytochimiques réalisées chez le Rat (Rokaeus et coll., 
1984; Ch'ng et coll., 1985 ; Skofitsch et Jacobowitz, 1985b; Melander et 
coll., 1986a) révèlent que les corps cellulaires, les fibres et terminaisons à 
galanine (Gal-ir) sont principalement localisées dans l'hypothalamus, 
l'éminence médiane, la neurohypophyse, le bulbe et la moëlle épinière 
(Tableau 1). Chez le Singe (Melander et Staines, 1986c ; Walker et coll., 
1989, 1991 ; Kordower et Mufson, 1990 ; Kordower et coll., 1992) et 
l'Homme (Chan-Palay 1988a, b ; Gentleman et coll., 1989 ; Kowall et 
Beai, 1989), la localisation de ces structures est relativement proche de 
celle du Rat, cependant des différences inter-espèces sont observées. 
Les dosages radioimmunologiques confirment ces données chez le Rat et 
le Singe (Rokaeus et coll., 1984 ; Gabriel et coll., 1989, 1990 ; 
Bretherton-Watt et coll., 1990) 

* Rhinencéphale: 

Chez le Rat, des corps cellulaires Gal-ir de faibles densité sont présents 
dans le noyau olfactif antérieur. Quelques fibres Gal-ir sont détectées 
dans ce noyau et les couches plexiformes internes et externes du bulbe 
olfactif. 

Chez les primates, des fibres et péricaryons disséminés sont détectés dans 
le noyau olfactif antérieur. 
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* Télencéphale: 

Chez le Rat, des corps cellulaires Gal-ir sont concentrés dans le cortex 
préfrontal médian, à la partie rostrale des aires cingulées antérieures, les 
noyaux interstitiel de la strie terminale, la bande diagonale de Broca, les 
noyaux central et médian de l'amygdale et le septum médian. Des corps 
cellulaires Gal-ir disséminés sont présents dans les noyaux caudé, médian, 
périventriculaire et rétrochiasmatique de l'aire préoptique, ainsi que dans 
la formation hippocampique. 
Un plexus massif de fibres Gal-ir est présent dans le septum latéral, la 
bande diagonale de Broca et les régions situées entre la bande diagonale 
de Broca et la base du cerveau. Une accumulation dense de fibres apparaît 
dans la strie terminale et dans les noyaux central et médian de l'amygdale. 
Une accumulation modérée à dense de fibres Gal-ir est présente dans 
l'hippocampe, plus importante dans l'hippocampe ventral et le subiculum. 
Dans le cortex entorhinal des accumulations de fibres modérées à faibles 
sont détectées. Des fibres diffuses sont observées dans les autres régions 
de l'amygdale et le caudé/putamen. Quelques neurones sont disséminés 
dans les aires corticales temporale, insulaire et piriforme. 

Chez le Singe, le nombre de neurones Gal-ir dans le septum médian, la 
bande diagonale de Broca et le noyau de Meynert est plus élevé que chez 
le Rat. Chez les primates, les fibres immunoréactives sont limitées aux 
noyaux accessoires médian et basal de l'amygdale. Une accumulation 
dense de fibres Gal-ir est présente dans la couche pyramidale du champ 
CA3, le cortex entorhinal, le subiculum et le gyrus denté. Seules quelques 
fibres Gal-ir ont été identifiées dans la strie terminale. 
Chez l'Homme, la localisation de la galanine dans les neurones du noyau 
basal de Meynert est controversée. Cependant, une innervation dense du 
septum (similaire à celle du Rat), de la bande diagonale de Broca et du 
noyau basal de Meynert par des fibres Gal-ir a été clairement établie. 

* Diencéphale: 

Pour toutes les espèces étudiées, l'hypothalamus présente la plus 
grande richesse en immunoréactivité à la galanine et exprime la plus 
grande similitude de distribution entre les espèces. 
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Chez le Rat, les corps cellulaires Gal-ir sont concentrés essentiellement 
dans les noyaux supraoptique, suprachiasmatique, périventriculaire, 
paraventriculaire, arqué, dorsomédian et tubéromamillaire. Par 
hybridation in situ, l'expression d'Am messagers codant pour la galanine 
a été mise en évidence dans les noyaux paraventriculaire, supraoptique, 
arqué et dorsomédian (Bonnefond et coll., 1990). 
L'accumulation la plus dense de fibres et de terminaisons nerveuses Gal-ir 
de l'hypothalamus est localisée dans l'éminence médiane où la 
concentration en galanine est la plus élevée de tout le système nerveux 
central. Une densité très élevée de fibres et de terminaisons nerveuses est 
présente dans la neurohypophyse. Une densité élevée de fibres Gal-ir est 
détectée dans les noyaux paraventriculaire, périventriculaire, 
dorsomédian et supraoptique. Une accumulation modérée à dense de 
fibres Gal-ir est présente dans l'aire préoptique et les noyaux antérieur, 
latéral et postérieur de l'hypothalamus, ainsi que dans le noyau 
prémamillaire ventral. Des réseaux de fibres Gal-ir de faible densité sont 
détectés dans le cerveau antérieur médian, les noyaux arqué, postérieur 
hypothalamique et prémamillaire dorsal. 

Chez les primates, les corps cellulaires Gal-ir sont observés dans 
l'hypothalamus ventral, le noyau supraoptique, les régions latérales de 
l'hypothalamus et le noyau paraventriculaire. 

Dans le thalamus du Rat, des corps cellulaires Gal-ir de densité 
modérée sont présents dans les noyaux périventriculaire, antérodorsal et 
latéral. Des corps cellulaires Gal-ir dispersés sont localisés dans les 
noyaux parafasciculaire et reuniens, 
Un réseau de fibres Gal-ir relativement dense est observé dans les noyaux 
thalamiques périventriculaire et parafasciculaire. Des fibres dispersées 
sont également détectées dans d'autres régions thalamiques. 

Chez les primates, aucune structure Gal-ir n'a été rapportée dans le 
thalamus. 

Aucun corps cellulaire Gal-ir n'a été détecté dans l'épithalamus des 
mammifères. Une accumulation modérée à dense de fibres Gal-ir est 
observée dans l'aspect médian du noyau de l'habenula latérale. 
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*Mésencéphale: 

Chez le Rat, des corps cellulaires de densité modérée à faible apparaissent 
dans le noyau dorsal du raphe et le noyau interpédunculaire. 
Des réseaux de fibres Gal-ir disséminés sont observés dans le noyau du 
raphe, la substance noire et le noyau péripedunculaire. 

Aucune information n'a été obtenue chez les primates. 

* Pons!Medulla oblongata: 

Chez le Rat, le locus coeruleus présente des corps cellulaires très 
fortement immunoréactifs. Des corps cellulaires marqués sont présents 
dans le noyau du tractus solitaire, le raphe pallidus et obscurus, le noyau 
réticulé latéral et le noyau trigéminé spinal. Quelques corps cellulaires 
sont détectés dans le nerf hypoglossal, l'area postrema et la formation 
réticulée. 
Une accumulation dense de fibres immunoréactives est détectée dans la 
substance grise centrale périaqueducale, le noyau parabrachial, le noyau 
du tractus solitaire, le noyau trigéminé spinocaudal et le noyau moteur 
dorsal du nerf vague. Des densités modérées de fibres sont présentes dans 
le noyau pantin réticulé. Des fibres diffuses sont détectées dans le tractus 
pyramidal et la formation réticulée. 
Quelques fibres Gal-ir sont observées dans le cervelet entier de rat. 

Aucune information n'est disponible chez les primates. 

* Moëlle épinière: 

Chez le Rat, des corps cellulaires intensément marqués sont présents dans 
les couches 1 et II à tous les niveaux spinaux. Quelques péricaryons 
faiblement marqués sont détectés dans la couche X. Les motoneurones de 
la come ventrale sont moins immunopositifs que les neurones de la come 
dorsale. 
Un réseau de fibres fortement marquées est présent dans les couches 1 et 
II de la come dorsale à tous les niveaux de la moëlle épinière et aux 
niveaux sacré et lombaire de la couche X. 

Chez l'Homme, la concentration Gal-ir est également plus élevée à l'étage 
sacré. 
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3-2. Distribution des récepteurs de la galanine 

Les études in vitro de localisation radioautographique des récepteurs de la 
galanine, de type GAL-R1, menées chez le Rat (Melander et coll., 1986b, 
1988 ; Skofitsch et coll., 1986), le Singe (Kohler et coll., 1989a, b) et 
l'Homme (Kohler et coll., 1989b ; Kohler et Chan-Palay, 1990) 
permettent d'établir une forte conservation de leur localisation entre les 
espèces à quelques exceptions près. 
De manière générale, les concentrations les plus élevées de sites de liaison 
de la galanine sont présentes dans le télencéphale, le tronc cérébral, la 
moëlle épinière et plus particulièrement dans le diencéphale, au niveau 
hypothalamique. 

*Rhinencéphale: 

Chez le Rat, des densités élevées de sites de liaison spécifiques sont 
exprimées dans les bulbes olfactifs, le bulbe olfactif accessoire et le noyau 
antérieur olfactif. 

Aucune information n'a été rapportée pour les primates. 

* Télencéphale: 

Chez le Rat, des structures corticales expriment une densité relativement 
élevée de récepteurs de la galanine: cortex préfrontal médian, piriforme, 
périrhinal et entorhinal avec une distribution différentielle entre les 
couches. Un marquage dense est détecté dans le septum latéral, la bande 
diagonale de Broca et certains îlots de Calleja. Le septum médian et le 
rudiment hippocampique antérieur contiennent moins de sites de liaison. 
Dans la formation hippocampique, les sites de liaison sont concentrés dans 
les zones ventrales où les accumulations les plus denses apparaissent dans 
le subiculum. Aucune liaison n'est détectée dans le gyrus denté. Une 
distribution différentielle est enregistrée dans l'amygdale: les noyaux 
central et médian contiennent une accumulation dense de sites, alors que 
les autres régions présentent des densités de récepteurs modérées à 
faibles. La fimbria, la strie supracalleuse et la strie terminale, tractus 
majeurs du télencéphale, expriment aussi des densités importantes de sites 
de liaison de la galanine. 
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Chez les primates, la distribution néocorticale des sites de liaison est 
beaucoup plus étendue que chez le Rat, puisque toutes les régions du 
néocortex sont marquées. La plupart des sites apparaissent dans le noyau 
accumbens, le septum latéral, la substance innominata et la bande 
diagonale de Broca. Le ganglion basal (noyau caudé, putamen et globus 
pallidus) contient de faibles taux de récepteurs de la galanine. Dans la 
formation hippocampique, les densités les plus élevées de sites sont 
observées dans le fascia dentata et le présubiculum. La come d'Ammon et 
le cortex entorhinal présentent une rareté relative de récepteurs de la 
galanine. Le hile du gyms denté contient plus de sites de liaison dans la 
région caudale, alors que dans le subiculum la densité la plus élevée est 
trouvée dans les régions rostrales. Dans l'amygdale, les noyaux central, 
médian, latéral et basolatéral contiennent des densités élevées de sites de 
liaison. La fimbria, la strie terminale et le noyau du lit de la strie 
terminale présentent également une grande concentration de sites. 

*Diencéphale: 

Les densités de sites de liaison les plus élevées sont observées dans le 
thalamus médian et plus particulièrement dans l'hypothalamus. 

Chez le Rat, les accumulations les plus denses de sites de liaison de la 
galanine sont détectées dans les noyaux dorsaux thalamiques et dans la 
majorité des noyaux hypothalamiques incluant la région préoptique, les 
noyaux dorsomédian, ventrolatéral, péri- et para-ventriculaire, 
supraoptique et tubéromamillaire aussi bien que l'éminence médiane. Des 
accumulations modérées à denses sont observées dans les noyaux 
ventromédian, latéral de l'hypothalamus et parafasciculaire. Un marquage 
modéré à faible apparaît dans le noyau reuniens, la zone incerta et le 
corps mamillaire. 

Chez les primates, des densités modérées à élevées de sites de liaison de la 
galanine sont présents dans l'aire préoptique médiane, l'hypothalamus 
latéral, les noyaux supraoptique et paraventriculaire, la région 
périfomicale, les noyaux ventromédian, dorsomédian, infundibulaire et 
supramamillaire, l'éminence médiane et le corps mamillaire. Dans le 
thalamus, seuls les noyaux reuniens, centromédian et la zone incerta 
expriment des densités de sites de liaison modérées à élevées. 

46 



*Mésencéphale: 

Chez le Rat, les accumulations les plus denses de sites de liaison sont 
détectées dans la substance grise périaqueducale, l'aire tegmentaire 
ventrale et la pars compacta de la substance noire. Des concentrations 
modérées sont présentes dans le collicule supérieur. Le noyau rouge, les 
corps géniculés latéral et médian, et l'aire prétectale antérieure sont 
dépourvus de sites de liaison de la galanine. 

Chez les primates, des densités modérées à élevées de sites de liaison sont 
observées dans le collicule supérieur, la pars compacta de la substance 
noire, l'aire tegmentaire ventrale, la substance grise centrale et le noyau 
dorsal du raphe. 

*Rhombencéphale: 

Chez le Rat, les noyaux parabrachiaux, le noyau cunéiforme, le locus 
coeruleus, le complexe vague dorsal et le noyau trigéminé spinocaudal 
contiennent des densités élevées de sites de liaison. Des concentrations 
modérées à denses sont observées au niveau d'un groupe de cellules 
noradrénergiques Al. Un marquage modéré à faible est détecté dans les 
noyaux du raphe, le noyau réticulé pontin, le noyau trigéminé sensoriel 
principal, l'olive supérieure, le noyau réticulé latéral et l'area postrema. 
Aucun site de liaison détectable n'est présent dans le cervelet. 

Chez le Rat et les primates, le locus coeruleus, les noyaux parabrachiaux 
et le noyau du tractus solitaire contiennent des densités de sites modérées 
à élevées. Des densités modérées de récepteurs sont observées dans le 
noyau trigéminé spinal et la formation réticulée. Chez le Singe, des sites 
de liaison sont détectés dans le cervelet. 

*Maëlle épinière: 

Chez le Rat, l'accumulation la plus élevée de sites de liaison est présente 
dans les couches superficielles de la come dorsale (couche 1 et Il). Des 
densités plus faibles sont détectées autour du canal central (couche X) et 
dans la colonne intermédiolatérale. 

Aucune information n'est obtenue chez les primates. 
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Tableau 1: Localisation des corps cellulaires, fibres/terminaisons et sites de liaison de 
la galanine dans le système nerveux central de Rat (Merchenthaler et al, 1993). 

Corps cellulrures Fibres/tennmatsons Récepteurs 

Rhinencéphale 
Bulbe olfactif 

couche glomérulaire F F E 
couche plexifonne interne - F E 
couche plexifonne externe - F E 
couche granulaire F F E 

Bulbe olfactif accessoire - - 1E 
Noyau olfactif antérieur F F E 
Tubercule olfactif 

couche moléculaire - F TF 
îlots de Calleja - F M 

Télencéphale (cortex) 
Cortex cingulé M F -
Cortex frontal - F M 
Cortex insulaire - F M 
Cortex préfrontal médian M M E 
Cortex piriforme - F M 
Cortex pariétal - F -
Cortex périrhinal - F E 
Come d'Ammon - M M 
Gyrusdenté - M M 
Cortex entorhinal - F E 

Télencéphale (autres régions) 
Noyau septal médian M F M 
Noyau septallatéral TF 1E E 
Noyau de la bande diagonale 

bras vertical E M M 
bras horizontal E F F 

Noyau du lit de la strie tenninale M M E 
Noyau basal de Meynert M M M 
Noyau accumbens - F M 
Amygdale 

noyau central M M E 
noyau médian M F E 
noyau latéral F - F 
noyau basal F - M 
aire amygdalohippocampique F E M 

Ganglion basal 
globus pallidus - - -
noyaucaudé - - M 
putamen - F F 

Tractus de fibres 
strie terminale - E E 
corps calleux - - -

Fomix - F M 

Diencéphale (thalamus) 
Noyau parafasciculaire F M M 
Noyau périventriculaire M M M 
Noyau paracentral - - F 
Noyau ventro-latéral - F F 
Noyau ventro-postérolatéral - - F 
Noyau centromédian - F E 
Noyau latérodorsal thalamique - - F 
Noyau paraventriculaire thalamique F F M 
Noyau reuniens F F M 
Zone incerta F F M 

F: faible densité ; TF: très faible densité ; M: moyenne densité ; E: densité élevée ; TE: 
densité très élevée ; -: non-déterminé. 



1 Corps cellulrures Fi bres/temunatsons Récepteurs 

Diencéphale (épithalamus) 
Habenula médiane - F E 
Habenula latérale - F F 

Diencéphale (hypothalamus) 
Noyau arqué M F E 
Noyau dorsomédian TE E E 
Aire hypothalamique latérale M M E 
Eminence médiane TF TE TE 
Corps mamillaire F F F 
Noyau paraventriculaire hypothalamique M E E 
Noyau périventriculaire hypothalamique M E M 
Aire préoptique E E F 
Noyau supramamillaire F F M 
Noyau supraoptique E E E 
Noyau tubéromamillaire M M M 
Noyau ventromédian TF TF M 

Mésencéphale 
Locus coeruleus E M E 
Noyau interpedunculaire F F -
Noyau péripedunculaire - F TE 
Noyau géniculé médian - F -
Noyau géniculé latéral - - -
Aire antérieure prétectale - - TF 
Substance noire 

pars compacta F F M 
pars réticulata - F -

Aire tegmentaire ventrale - M M 
Noyau rouge - - -
Collicule supérieur - - M 
Collicule inférieur TF TF -
Substance grise péri ventriculaire TF F M 
Raphe dorsal M M M 

Ponslmedulla oblongata 
Raphe dorsal (B7) M M M 
Raphe médian (B8) F M M 
Noyau du raphe obscurus et pallidus M M M 
Noyau cunéiforme F F M 
Locus coeruleus TE ! E E 
Noyaux pontins 
Noyau trigéminé spinocaudal M M E 
Tractus spinal du noyau trigéminé - M M 
Noyau du tractus solitaire M M E 
Area postrema F F F 
Olive supérieure - F -
Noyau parabrachial - F E 
Noyau réticulé latéral F F -
Complexe vague dorsal - M E 
Cervelet - F -
Moëlle épinière 
Come dorsale E TE TE 
Come ventral - F F 
Aire entourant le canal central (coucheX) F E M 
Colonne intermédiolatérale - E M 

F: faible densité ; TF: très faible densité ; M: moyenne densité ; E: densité élevée ; TE: 
densité très élevée ; -: non-déterminé. 



3-3. Corrélation des données anatomiques et 
radioautographiques 

De manière générale, il existe une relative corrélation entre la 
distribution anatomique des structures immunoréactives à la galanine et 
les sites de liaison dè la 1251-galanine (Tableau 1). Néanmoins, il existe 
des zones de discordance: 

- Des concentrations importantes de terminaisons nerveuses Gal-ir 
peuvent être observées dans des régions montrant peu de sites de liaison 
(cortex cingulé, noyaux médians préoptiques, noyaux hypothalamiques 
arqué, dorsomédian, paraventriculaire, périventriculaire, supraoptique et 
médians mamillaires, noyau du raphe dorsal, locus coeruleus et 
neurohypophyse). 

- Inversement, certaines régions peu immunoréactives présentent 
une densité de sites élevée (bulbe olfactif accessoire, noyaux latéral du 
tractus olfactif, du tractus optique, hypothalamique ventromédian, couche 
du nerf optique du collicule supérieur et couche moléculaire du cervelet). 

Ces observations pourraient être dues à une occupation plus ou moins 
importante des sites par la galanine endogène comme cela a été suggéré 
chez le Rat (Lagny-Pourmir et Epelbaum, 1992). 
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4 · Coexistence de la 2alanine ayec d'autres 
neuropeptides et neurotransmetteurs: 

Notions d'actions biolo2igues 

Chez les mammifères, dans toutes les régions du système nerveux central, 
la galanine est souvent codistribuée et souvent colocalisée avec des 
neuropeptides (neuromodulateur et/ou neurohormone) et des 
neurotransmetteurs classiques (Tableau 2) dont elle pourrait moduler la 
libération. 

4-1. Cerveau basal antérieur 

Chez le Rat, la galanine coexiste avec l'acétylcholine dans les neurones du 
septum médian et la bande diagonale de Broca (Melander et coll., 1985 ; 
Consolo et coll., 1990b). Des efférences de ces neurones innervent 
l'hippocampe ventral et de manière moins importante 1 'hippocampe 
dorsal (Melander et coll., 1986a, c). Des études in vivo et in vitro sur 
coupes hippocampiques ont mis en évidence que la galanine inhibe la 
libération d'acétylcholine induite par la scopolamine (Fisone et coll., 1987 
; Consolo et coll., 1991). Ces informations suggèrent que la galanine 
module la libération présynaptique d'acétylcholine dans l'hippocampe. 
Chez les primates dont l'Homme, la galanine coexiste également dans le 
noyau basal de Meynert (Melander et Staines, 1986c ; Chan Palay et coll., 
1988b). 

D'autres expériences ont montré que la galanine inhibe l'accumulation de 
[3H]-inositol phosphate stimulée par le carbachol, le second messager d'un 
type de récepteur muscarinique cérébral (Palazzi et coll., 1988). Ces 
observations suggèrent que la galanine agit postsynaptiquement en 
inhibant les événements potentialisés par l'activation cholinergique. 

Des études comportementales indiquent que le peptide agit comme un 
modulateur inhibiteur de l'action comportementale de l'acétylcholine dans 
le système septohippocampique (Mastropaolo et coll., 1988 ; Sundstrom et 
coll., 1988 ; Wenk et Rokaeus, 1988 ; Crawley et Wenk, 1989 ; Crawley, 
1990). La galanine, administrée en même temps que des traitements des 
voies cholinergiques, rétablit les performances de la mémoire spatiale 
altérées par des lésions (Crawley et Wenk, 1989). 
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Tableau 2: Colocalisation de la galanine avec d'autres transmetteurs 
dans le système nerveux central du Rat (Merchenthaler et al, 1993). 

CAB APO Arc NPV LC NyR Mn (cs) Mn (ne) GCD 

Acétylcholine ++ +++ +++ 
Endothéline + 
LHRH ++ 
NPY + + 
DSIP ++ 
GHRH ++ 
Dopamine ++ 1 
GABA ++ 
Histamine + ! 
Angiotensine ++ 
CRH + 
CCK +++ + 
Dynorphine +++ 
Enképhaline ++ 
Neurotensine ++ 
Ocytocine + 
PHI + 
TH (Dopamine) + 
TRH + 
Vasopressine +++ 
Norepinephrine ++ 
5-HT +++ 
Substance P +++ +++ 
TRH +++ 
Proctoline + 
GH ++ 
Aspartate +++ 
CGRP +++ +++ +++ 

+: incidence de colocalisation faible, ++: moyenne, +++: élevée. 

CAB: cerveau basal antérieur; APO: aire préoptique; Arc: noyau arqué; NPV: noyau 
paraventriculaire; LC: locus coeruleus; NyR: noyaux du raphe; Mn (cs): motoneurones 
(corde spinale); Mn (ne): motoneurones (nerfs crâniens); GCD: ganglion de la corne 
dorsale. 
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Récemment, il a été montré que la galanine coexiste avec l'acétylcholine 
dans des motoneurones des nerfs crâniens (Moore, 1989). La galanine 
pourrait donc inhiber la libération d'acétylcholine au niveau de la 
jonction neuromusculaire. La concentration de galanine dans ces 
motoneurones est augmentée après section de leurs axones (Moore, 1989) 
ce qui suggère que la galanine pourrait participer au processus de 
régénération d'un neurone lésé. 

4-2. Hypothalamus 

Dans l'aire préoptique du Rat, de nombreuses cellules contenant de la 
galanine ont été observées (Rokaeus et coll., 1984, 1987 ; Skofitsch et 
Jacobowitz, 1985a ; Melander et coll., 1986a ; Michener et coll., 1990). 
Un dimorphisme lié au sexe a été rapporté: le nombre de corps cellulaires 
chez le mâle est plus important que chez la femelle et est lié à l'existence 
d'une stimulation à la testostérone au moment de la naissance (Gorski, 
1984 ). D'autre part, il a été montré que beaucoup de cellules à galanine 
contenaient des récepteurs aux stéroïdes (Block et coll., 1993). 
Merchenthaler et collaborateurs (1993) ont par ailleurs observé que, chez 
la femelle, une partie des cellules à galanine correspondait aux cellules à 
GnRH. L'ensemble de ces données suggère donc un rôle de la galanine 
dans la fonction de la reproduction, chez le Rat, au niveau 
hypothalamique. 

Chez le Rat, dans la partie magnocellulaire du noyau paraventriculaire, la 
galanine coexiste avec l'arginine-vasopressine (Rokaeus et coll., 1988 ; 
Gaymann et Martin, 1989 ; Gai et coll., 1990 ; Meister et coll., 1990b ; 
Villar et coll., 1990) et l'ocytocine (Gaymann et Martin, 1989 ; Meister et 
coll., 1990b ; Landry et coll., 1991). D'autres neuropeptides peuvent 
coexister avec la galanine dans ces mêmes neurones: dopamine, 
dynorphine, CCK, enképhalines (Meister et coll., 1990b). Dans la plupart 
des cas, la coexistence de la galanine avec ces neuropeptides ou d'enzymes 
participant à la synthèse de neurotransmetteurs a été confirmée par 
détection de leur ARNm correspondant par hybridation in situ (Meister et 
coll., 1990b). 
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Dans la partie parvocellulaire du noyau paraventriculaire de Rat, 
quelques neurones à galanine contiennent le CRF et/ou la neurotensine 
(Ceccatelli et coll., 1989). 
La signification physiologique précise de la coexistence de ces divers 
composés avec la galanine reste à élucider. 

Dans le noyau arqué du Rat, une grande quantité de péricaryons à 
galanine ont été décrits (Skofitsch et Jacobowitz, 1985 ; Melander et coll., 
1986a ; Meister et coll., 1990b). Les concentrations de galanine les plus 
importantes sont vues dans des neurones de la région ventrolatérale et 
correspondent aux neurones à GRF (Meister et coll., 1990b). Cependant, 
de la galanine a également été décrite dans la région dorso-médiane, 
correspondant à la région des cellules à dopamine (Meister et coll., 
1990b). 
Dans l'éminence médiane, les terminaisons périportales à galanine 
proviennent pour la majorité des neurones du noyau arqué et contiennent 
également essentiellement la GRF (Meister et coll., 1990b ; Niimi et coll., 
1990). Le reste des terminaisons à galanine a pour origine le noyau 
paraventriculaire et l'aire médiane préoptique (Merchenthaler, 199lb). 
Il a été montré que l'action stimulante de la galanine sur la GH était 
inhibée par l'injection d'anti-GRF (Murakami et coll., 1987, 1989). Ceci 
semblerait indiquer l'existence d'une action de la galanine au niveau 
hypothalamique. 

Dans le noyau tubéromamillaire, la galanine coexiste avec l'histamine 
(Kohler et coll., 1986) et le GABA (Meister et Hokfelt, 1988). La 
signification de cette colocalisation n'est pas connue. 

4-3. Tronc cérébral 

Le locus coeruleus est une importante source de fibres et de terminaisons 
nerveuses noradrénergiques de la plupart des régions cérébrales et de la 
moëlle épinière. Presque tous les neurones du locus coeruleus contiennent 
la noradrénaline, et 80% d'entre eux contiennent aussi la galanine (Austin 
et coll., 1990). Les neurones contenant à la fois la galanine et la 
noradrénaline se projettent dans le néocortex, le thalamus (Holets et coll., 
1988) et minoritairement dans le cervelet (Moore et Gutafson, 1989) et 
dans l'hypothalamus (Levin et coll., 1987). 
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Bien que la signification fonctionnelle de la colocalisation de la 
noradrénaline et de la galanine ne soit pas claire, il a été rapporté que la 
galanine inhibe l'accumulation d'AMPc induite par la noradrénaline dans 
le cortex (Nishibori et coll., 1988) et qu'elle inhibe la décharge neuronale 
dans le locus coeruleus in vitro (Seutin et coll., 1989). Un traitement à la 
réserpine, une drogue diminuant les monoamines, provoque une 
diminution du contenu en noradrénaline et, un peu moins en galanine, et 
en parallèle augmente l'ARNm de la TH et de la galanine dans le locus 
coeruleus (Austin et coll., 1990 ; Gundlach et coll., 1990). Ces 
observations montrent que l'expression du gène de la galanine est moins 
sensible que celui de la TH à la réserpine, et suggère donc que les deux 
transmetteurs sont présents dans deux groupes vésiculaires séparés. 
L'augmentation des taux d'ARNm de TH et de galanine pourrait être 
relative à la fréquence de décharge neuronale (voir références dans 
Bartfai et coll., 1988). 

Dans la voie bulbospinale, la galanine coexiste avec la substance P, le 
TRH et la sérotonine (Melander et coll., 1986 ; Arvidsson et coll., 1991). 
La galanine exerce des effets complexes sur l'excitabilité de la maëlle 
épinière (Cridland et Henry, 1988 ; Wiesenfeld-Hallin et coll., 1988, 
1989a, b) incluant des actions analgésiques (Post et coll., 1988), des 
influences antagonistes sur le réflexe flexeur nociceptif induit par la 
substance P (Xu et coll., 1989) et la potentialisation des effets 
analgésiques spinaux induits par la morphine (Wiesenfeld-Hallin et coll., 
1990). Le rôle physiologique de la coexistence de la galanine avec la 
sérotonine reste à élucider. 

4-4. Moëlle épinière 

Dans les neurones spinothalamiques, la galanine coexiste avec la CCK. La 
signification fonctionnelle de cette colocalisation n'est pas claire. 
Des fibres du tractus spinothalamique envoyant des projections dans la 
portion antérolatérale de la maëlle épinière sont impliquées dans la 
perception de la douleur (Priee et Dubner, 1977). La galanine et la CCK 
interviendraient dans cette fonction (Faris et coll., 1983) ; il est alors 
possible que cette composante du tractus spinothalamique soit impliquée 
dans la nociception et que la galanine et la CCK agissent ensemble pour 
médier cette fonction. 
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En conclusion, la large distribution du peptide et sa 
diversité fonctionnelle suggèrent que la galanine, dont la 
majorité des rôles physiologiques reste à établir, est un 
important messager de la communication intercellulaire du 
système nerveux central et semble impliquée dans de 
nombreuses fonctions. 
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1 - Sujets Expérimentaux 

1-1. Animaux, conditions d'élevage: 

Les différentes études sont réalisées chez le Cobaye Tricolore mâle 
adulte, pesant 300-400 g, provenant de l'élevage Cob Labo Lap (Yffiniac, 
France). Le travail est mené chez le mâle pour éviter toute possibilité de 
fluctuation en galanine liée aux oestrogènes (Kaplan et coll., 1988 ; 
Vrontakis et coll., 1989 ; Hsu et coll., 1990). Les animaux sont soumis à 
un rythme d'éclairement artificiel 12/12 heures, à une température de 18 
à 20°C. Ils ont libre accès à la nourriture et à la boisson. Ces conditions 
permettent de ne pas induire de facteur de stress (Wiesenfeld-Hallin et 
coll., 1992), ni de modification de l'équilibre physiologique lié au 
comportement et à la prise de nourriture (Crawley et coll., 1990 ; 
Kyrkouli et coll., 1990b; Tempel et Leibowitz, 1990a). 

L'étude immunocytochimique est réalisée chez des cobayes Tricolores 
mâles et chez des femelles adultes, expérimentées dans l'après-midi du 
prooestrus, provenant de l'élevage Cob Labo Lap, et soumises aux mêmes 
conditions d'élevage. 

L'étude en radioautographie à l'échelle ultrastructurale est menée 
conjointement chez le Rat Sprague Dawley mâle adulte, pesant 180 à 200 
g, provenant de l'élevage d'IFFA Credo (L'Arbresle, France). Ces 
animaux sont soumis aux mêmes conditions d'élevage que les cobayes. 

1-2. Sacrifice: 

Selon la technique mise en oeuvre, les animaux sont: 
- soit décapités sans anesthésie préalable (radioautographie à l'échelle de 
la microscopie optique, et électronique), 
- soit anesthésiés (immunocytochimie) par injection intramusculaire de 
Rompun-Kétamine, avant d'être perfusés intracardiaquement par le 
fixateur choisi. 
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2 - Macroradioauto2raphie quantitative 

La radioautographie des récepteurs, une technique performante qui 
permet la localisation anatomique et la quantification de récepteurs, est de 
très loin la méthode la plus utilisée pour étudier leur distribution. 
Le principe général de la méthode radioautographique pour la mise en 
évidence de récepteurs est semblable à celui utilisé en biochimie dans les 
études de liaison sur fractions cellulaires. Il utilise les propriétés d'un 
ligand (neurotransmetteur endogène, agonis te ou antagoniste) à se fixer 
sur des protéines membranaires (sites) après les avoir reconnues avec une 
affinité élevée (d'ordre nanomolaire) et de façon spécifique. L'existence 
d'une liaison non-spécifique sur l'ensemble des tissus, observée en même 
temps que la liaison du ligand au récepteur, est révélée par introduction 
de ligand froid en excès dans le milieu. 
Le marquage du ligand par un radioisotope permet de visualiser la liaison 
du ligand à son récepteur par détection des radioéléments émis par 
contact avec une émulsion nucléaire solide ou liquide. 
Dans le cas présent, les sites de liaison étudiés in vitro sur coupes sont 
détectés classiquement par utilisation de films très sensibles, spécialement 
adaptés au type de traceur employé. La localisation des grains d'argent 
sur les radioautogrammes est analysée à l'échelle de la microscopie 
optique, ce qui permet d'identifier et de répertorier au niveau anatomique 
les régions susceptibles de présenter les récepteurs étudiés. 
La quantification régionale des données radioautographiques est obtenue 
par analyse en microdensitométrie assistée par ordinateur à partir des 
macroradioautogrammes. 

Cette phase du travail constitue donc l'étude des sites de liaison de la 
galanine dans le cerveau de Cobaye par macroradioautographie 
quantitative. 

2-1. Choix du radioligand: 

La localisation de ces sites est réalisée avec la galanine porcine 
synthétique marquée à l'iode-125, ou 1251-galanine qui est le marqueur 
utilisé pour la mise en évidence des récepteurs de la galanine (GAL-RI). 
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De tels ligands iodés sont fréquemment utilisés en radioautographie 
quantitative de récepteurs car ils possèdent des activités spécifiques très 
élevées et requièrent des temps d'exposition courts variant de 1 à 5 jours. 
De plus, l'utilisation d'un traceur marqué à l'iode-125 est intéressante car 
l'image formée est presque exclusivement due aux électrons de faible 
énergie émis par cet isotope (émission de particules ~-), offrant par 
conséquent une bonne résolution anatomique. Il existe cependant une 
contrainte technique liée à la demi-vie courte de cet isotope qui nécessite 
la préparation répétée de standards contenant l'iode-125 pour l'analyse 
quantitative. 
La liaison de la 125I-galanine est une liaison de haute affinité, réversible 
(Servin et coll., 1987). La méthode de visualisation radioautographique 
constitue une technique peu susceptible de présenter des sensibilités à des 
variations d'espèces ou d'organes pour un type de récepteur donné. De 
plus, chez les différentes espèces étudiées (Porc, Rat, Singe, Homme ... cf. 
Généralités - 1 - Les différentes formes de galanine) la galanine présente 
une grande homologie de séquence. Les études antérieures menées chez 
d'autres espèces révèlent que ce radioligand constitue un bon marqueur 
des sites de liaison de la galanine (Skofitsch et coll., 1986 ; Melander et 
coll., 1986b, 1988 ; Servin et coll., 1987 ; Fisone et coll., 1989a; Kahler 
et coll., 1989a, 1989b). 
D'autre part, la conservation de l'activité biologique a été démontrée pour 
ce radioligand sur la cellule ~-pancréatique (Lagny-Pourmir et coll., 
1989a). On peut donc parler non seulement de sites de liaison mais 
également de récepteurs de la galanine. 

2-2. Synthèse du radioligand: 

La présence de deux résidus tyrosine (Tyr) en position 9 et 26 dans la 
structure de la galanine permet d'envisager la iodation du peptide. 
La galanine est iodée par la méthode à la chloramine T (Amiranoff et 
coll., 1987; Servin et coll., 1987): 3,2 J.lg de galanine porcine synthétique 
froide (Sigma, France) sont marqués en présence de 1 mCi de 125I-Na 
(Amersham, France) par catalyse de chloramine T 0,5 M, l'oxydation 
étant stoppée par le métabisulfite de sodium 0,5 M. 
Les produits de réaction sont séparés par gel filtration sur colonne 
Sephadex G-50 fine (Pharmacia, France). 
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Fig.4: Profil d'activité des fractions recueillies. 

Pour notre étude, la fraction peptidique monoiodée est utilisable pour la 
reconnaissance des sites de liaison. 
L'activité spécifique (AS) du radioligand est de 700 Ci/mmole. 
La galanine iodée peut être utilisée pendant un mois sans perte 
significative d'activité de liaison. 

2-3. Préparation des tissus: 

(a) sacrifice des animaux: 

Des cobayes Tricolore mâles adultes sont tués par décapitation. Leurs 
cerveaux sont rapidement disséqués et congelés sur pain de carboglace. Ils 
sont conservés à -80°C jusqu'à la réalisation des coupes. 

(b) préparation des coupes histologiques: 

Des coupes frontales de 20 ~rn d'épaisseur sont réalisées au cryostat 
Reichert-Jung à -20°C, recueillies sur lames gélatinées (1% de gélatine, 
0,1% d'alun de chrome), et stockées à -20°C jusqu'à utilisation. 
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2-4. Technique de liaison: 

Le tampon suivant est utilisé pour la préincubation et l'incubation: 
50 mM Tris-HCl, 250 mM sucrose, 2 g/1 BSA, 0,02 g/1 bacitracine 
(inhibiteur de protéases), à pH 7 ,4. 
Les coupes sont séchées 5 min à température ambiante et préincubées 20 
min dans le tampon afin d'éliminer le ligand endogène. Elles sont ensuite 
incubées à température ambiante dans le même tampon avec la 1251-
galanine (liaison totale). Les conditions optimales d'utilisation du 
radioligand: temps d'incubation et concentration en 125J-galanine ont fait 
l'objet d'une étude préliminaire utilisant cette technique et développée 
dans l'avant-dernière partie de ce chapitre. 
La liaison non-spécifique est déterminée en présence de galanine porcine 
synthétique froide 100 nM. 
Après incubation, elles sont rincées à 4 oc dans deux bains consécutifs de 
tampon froid (5 min chacun), et post-fixées 30 min à 4°C dans une 
solution de glutaraldéhyde à 4%. Cette étape de post-fixation permet non 
seulement de stabiliser le complexe "ligand-site de liaison" au lieu même 
de sa formation, mais également d'assurer une préservation structurale 
fine du tissu. La fixation est réalisée à 4 oc pour minimiser la dissociation 
de la liaison, et empêcher la liaison sur des sites non-spécifiques. 

Le même travail est réalisé en parallèle en présence de MgC12 5 mM dans 

le tampon de préincubation, et de GTP 10 mM (Boehringer, West 
Germany) dans le milieu d'incubation. 

2-5. Radioautographie: 

Après les étapes de liaison et de rinçage, les coupes radiomarquées sont 
séchées une nuit en étuve à 37°C, pour éviter la dissociation et la diffusion 
de la liaison, et placées au contact d'Hyperfilms-~max (Amersham, 
France). Après 3 jours d'exposition à température ambiante, les films 
sont développés 5 min dans le révélateur Kodak D-19b, fixés dans le 
fixateur Unifix Kodak pendant 10 min, rincés 20 min sous eau courante, 
puis séchés. 
Pour chaque film, on expose une lame d'étalonnage de standards préparés 
à partir de pâte de cerveau présentant des taux croissants de 12 51-
galanine. 
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2-6. Analyse des résultats: 

(a) morphologique: 

Les coupes correspondant aux radioautogrammes sont colorées à la 
thionine pour repérer les structures histologiques marquées selon les 
descriptions des atlas (Dubois-Dauphin et coll., 1989). L'identification des 
sites de liaison est effectuée par projection et superposition des structures 
et du radioautogramme. 
Une cartographie des récepteurs est obtenue par agrandissement 
photographique des radioautographies. 

(b) quantitative: 

Les radioautogrammes sont quantifiés par densitométrie en utilisant un 
système d'analyse d'image assisté par ordinateur: SAMBA 2005 (Alcatel, 
TITN Answare, France) couplé à une caméra JVC K415Cl (Leitz, 
German y). 
L'analyseur d'image transforme les radioautogrammes en images 
digitalisées (512x512 pixels ; 256 niveaux de gris/pixel). La moyenne des 
densités optiques des aires des régions dessinées pour les différentes 
structures cérébrales est estimée par ordinateur par rapport au fond du 
film. 
La conversion des densités optiques en fmol/mg de protéines tissulaires 
est réalisée à partir de lames d'étalonnage standard préparées à partir 
d'homogénats de cerveau de cobayes présentant des taux croissants de 
125r-galanine apposés à chaque film. Les taux de protéines tissulaires sont 
déterminés par dosage avec un réactif à l'acide bicinchoninique (BCA, 
Pierce). L'utilisation de ces standards de calibration permet, par 
régression linéaire (r=0,997), de convertir les densités optiques mesurées 
en quantités de sites par mg de protéines tissulaires. 
Les mesures de chaque région ou noyau sont faites bilatéralement à partir 
de trois coupes adjacentes par niveau (deux coupes correspondant à la 
liaison totale et une coupe correspondant à la liaison non-spécifique) pour 
chaque cerveau expérimenté. La liaison spécifique est déterminée par 
soustraction de la liaison non spécifique à la liaison totale pour un même 
niveau de coupe. Pour chaque cobaye, le taux de densité de sites dans une 
région donnée résulte de la moyenne des densités obtenues pour la région. 
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Pour cette région, les valeurs individuelles sont alors moyennées pour 
tous les animaux pour chaque technique d'étude de liaison. 
Dans un premier temps, pour chaque région et pour chaque animal, les 
écarts standards à la moyenne sont calculés et comparés entre eux. 
L'analyse des résultats permet de démontrer l'homogénéité de chaque 
population. 
Dans un second temps, la moyenne des moyennes au sein de chacun des 
deux groupes expérimentaux (avec ou sans Mg2+JGTP) permet de 
comparer les deux techniques d'étude des sites de liaison de la 1251-
galanine en fonction des fluctuations individuelles (n=8). Le test de t de 
Student indique la signification des différences entre groupes. 

2-7. Détermination des conditions d'utilisation du ligand: 

Aucune étude de liaison n'ayant été menée jusqu'ici chez le Cobaye, des 
expériences préliminaires utilisant les méthodes de radioautographie 
quantitative sont réalisées pour déterminer le temps d'incubation et la 
concentration en radioligand appropriés pou.r réaliser les expériences de 
distribution radioautographique. Les conditions optimales de liaison de la 
1251-galanine sont déterminées sur coupes de cerveau non fixé de Cobaye 
(n=6) de 20 ~rn préparées comme décrit ci-dessus. Ces valeurs sont 
déterminées pour les deux conditions expérimentées lors de l'étude de 
récepteurs à savoir en présence et en absence de Mg2+fGTP dans le milieu 
de travail. 

(a) étude cinétique: 

Pour déterminer le temps d'incubation optimal, des coupes de 
télencéphale et de diencéphale sont incubées avec la 1251-galanine 1,5 nM 
pour des temps variant de 0 à 180 min. Les radioautogrammes sont 
digitalisés et quantifiés par analyse d'image, selon les descriptions faites 
précédemment, pour plusieurs régions: amygdale centrale (Ce), 
hypothalamus latéral (LH), éminence médiane (ME), strie médullaire 
(SM) et zone incerta (ZI). 

Pour toutes les régions étudiées, l'analyse des courbes de cinétique, en 
absence de Mg2+jGTP dans le milieu, permet d'observer un plateau de 
liaison spécifique à approximativement 120 min (Fig.5A). 
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Fig . 5: Cinétique de liaison de la I25J -galanine réalisée par radioautographie quantitative 
de coupes de cerveau de Cobaye en absence (A) et en présence (B) de Mg2+fGTP dans le 
milieu. Les valeurs sont e:'tprimées en terme de liaison spécifique. Chaque courbe 
correspond à la moyenne de trois expériences réalisées en triplicat. Le coefficient de 
variation (S.E.M.) est inférieur à 10%. 

Ce: amygdale centrale ; ZI: zone incerta ; SM: strie médullaire ; ME: éminence médiane ; LH: 
hypothalamus latéral. 
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L'analyse des résultats (Fig.6) permet de déterminer qu'après 120 min 
d'incubation à température ambiante, la liaison spécifique représente 
uniformément plus de 52% de la liaison totale sur coupes frontales de 
cerveau. Dans les conditions normales d'incubation, dans des régions de 
l'hypothalamus et du thalamus, la liaison non-spécifique représente 
approximativement moins de 48% de la liaison totale (Ce: 38,9% ; ME: 
43,9% ; Zl: 45,6% ; SM: 46,2% ; LH: 47,7%). La liaison non-spécifique 
est déterminée par déplacement de la 1251-galanine sur les coupes. Les 
coupes 'non-spécifiques' présentent peu de liaison de la 1251-galanine en 
présence de 100 nM de galanine froide. 

Les expériences réalisées en présence de Mg2+ /GTP dans le milieu 
d'incubation valident cette information. L'observation des courbes de 
cinétique permet d'observer un plateau de liaison spécifique pour un 
temps d'incubation de 120 min (Fig.5B). Dans ce cas, la liaison spécifique 
représente plus de 75% de la liaison totale. La liaison non-spécifique 
(Fig.7) représente alors moins de 25% de la liaison totale (ZI: 19,8% ; 
LH: 19,9%; Ce: 21,0%; SM: 23,1%; ME: 24,3%). 

Les résultats obtenus pour les deux techniques de liaison indiquent que 
l'introduction de Mg2+JGTP dans le milieu augmente la spécificité de la 
liaison d'approximativement 20% pour une durée d'incubation de 120 
min (Figs 6,7). L'apport de Mg2+JGTP modifie la cinétique de liaison de 
la 1251-galanine (Fig.5). Pour chaque région, le temps requis pour 
atteindre le demi-équilibre de liaison spécifique (8 1/2) calculé dans les 
conditions standard (Ce # 61 min, Zl # 42 min, SM #55 min, ME # 69 
min, LH # 72 min) est augmenté en présence de Mg2+JGTP (Ce# 77 min, 
Zl #56 min, SM # 61 min, ME # 78 min, LH # 81 min). Dans cette 
condition, on observe de façon surprenante un effet biphasique sur la 
cinétique de liaison de la 1251-galanine. D'autre part, on constate que le 
Mg2+JGTP a des effets inverses selon les régions sur la liaison spécifique 
de la 1251-galanine (Fig.5). La comparaison des deux conditions 
expérimentales met en évidence une diminution de la liaison dans 
l'amygdale centrale et la strie médullaire et une augmentation dans la 
zone incerta, l'hypothalamus latéral et l'éminence médiane. 

Les résultats obtenus ont permis de déterminer un temps de 120 min 
comme approprié pour les études de liaison in vitro sur coupes dans les 
conditions précitées. 
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(b) étude de saturation: 

La détermination des caractéristiques de la 1251-galanine pour les 
récepteurs de la galanine est réalisée dans des conditions identiques à 
celles de l'étude cinétique dans les mêmes régions d'investigation. Les 
critères d'identification des récepteurs sont étudiés pour des temps 
d'incubation de 120 min et des concentrations en radioligand comprises 
entre 0,2 et 5 nM. 

Les études de saturation de la 1251-galanine, par radioautographie 
quantitative, sur coupes frontales de télencéphale et de diencéphale de 
Cobaye révèlent que la liaison est saturable (Fig.8). 

L'étude des courbes de saturation en terme de liaison totale (T) et non­
spécifique (NS), en absence (Fig.9) et en présence (Fig.10) de Mg2+fGTP, 
permet d'observer que l'introduction de Mg2+fGTP diminue le 
pourcentage de liaison non-spécifique par rapport à la liaison totale. Par 
calcul, on détermine qu'à 120 min d'incubation, pour une concentration 
1,5 nM de 1251-galanine on augmente la spécificité de la liaison 
d'approximativement 20%, en présence de Mg2+JGTP. 

L'analyse des courbes de saturation en terme de liaison spécifique, dans 
les deux cas (Fig.8), montre que l'introduction de Mg2+fGTP modifie la 
liaison de la 1251-galanine différemment selon les structures étudiées. 
Dans ce cas, on constate que la liaison peut être soit augmentée: éminence 
médiane (ME), zone incerta (ZI), hypothalamus latéral (LH) ; soit 
diminuée: amygdale centrale (Ce), strie médullaire (SM). 

L'analyse formelle de Scatchard (Fig.ll) permet de déterminer pour les 
différentes structures étudiées deux critères d'identification des récepteurs 
de la galanine chez le Cobaye: 
- la constante de dissociation à l'équilibre du complexe ligand-récepteur 
(Ko) exprimée en nM qui traduit l'affinité du ligand pour le récepteur 
(Tableau 3 ), 
- ainsi que la densité de sites spécifiques (Bmax) exprimée en fmoVmg de 
protéines tissulaires (Tableau 3). 
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Kn(nM) Bmax (fmol/mg prot.) 

-Mg2+;GTP +Mg2+/GTP -Ml!2+/GTP +Ml!2+;GTP 
Ce 1,00±0,08 1,45+0,13 143,69+4.39 95 02+9,16 
ZI 1,04+0,06 0,98+0,14 49,14+8,11 78 87+6,69 
SM 1 05+0 11 1 24+0 08 50 86+6 83 21 20±0 34 
ME 1,07±0,09 0,94+0,08 32,19+3,19 48 15+2,77 
LH 1,16±0,08 1,04±0,10 6,75±0,51 11,24±1,43 

Tableau 3: Ko (nM) et Bmax (fmol/mg de protéines) de la 125r-galanine en présence 
et en absence de GTP pour les différentes régions étudiées. Les valeurs sont déterminées 
par analyse de Scatchard. 

L'analyse de Scatchard de l'étude de liaison (Fig.11) démontre l'existence 
d'une seule classe de sites de liaison de haute affinité de la 125I-galanine 
pour les récepteurs de la galanine au sein des structures étudiées. Pour 
toutes les régions, les droites de Scatchard présentent des coefficients de 
corrélation significatifs que l'on travaille dans les conditions standard 
(Ce: r=0,988 ; SM: r=0,988 ; ZI: r=0,977 ; ME: r=0,982 ; LH: r=0,990) 
ou en présence de Mg2+JGTP (Ce: r=0,991 ; SM: r=0,985 ; ZI: r=0,993 ; 
ME: r=0,987 ; LH: r=0,989). 

Les valeurs de densités de sites calculées confirment les résultats obtenus 
par étude des courbes de saturation. L'addition de Mg2+JGTP a des effets 
inverses selon les régions sur la liaison spécifique de la 125I-galanine. Un 
effet stimulateur apparaît dans la zone incerta (x 1 ,61), l'éminence 
médiane (x 1 ,50) et l'hypothalamus latéral (x 1 ,67) où on détecte une 
augmentation du Bmax· Un effet inhibiteur sur la liaison est mis en 
évidence dans l'amygdale centrale (x 0,66) et la strie médullaire (x 0,42) 
où le Bmax diminue. 

La comparaison des Ko en présence et en absence de Mg2+JGTP 
démontre que le Mg2+JGTP diminue l'affinité du ligand (1/Ko) pour le 
récepteur dans l'amygdale centrale et la strie médullaire où le Kn est 
multiplié respectivement par 1,45 et 1,18. Par contre, dans la zone 
incerta, l'hypothalamus latéral et l'éminence médiane où le Mg2+JGTP a 
un effet stimulateur sur la liaison aucune variation significative de 
l'affinité n'est mise en évidence. 
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On choisit de se placer à la concentration 1,5 nM de 1251-galanine, 
supérieure aux Kn déterminés, pour les études de localisation des 

récepteurs de la galanine, de manière à démasquer un maximum de sites. 

2-8. Localisation radioautographique des récepteurs de la 
galanine dans le cerveau de Cobaye: 

Aux vues des résultats précédents, la localisation radioautographique des 
récepteurs de la galanine (GAL-R1) est réalisée dans le cerveau de 

Cobaye (n=8) à la concentration 1,5 nM de 1251-galanine pour des temps 
d'incubation de 120 min en présence ou en absence de Mg2+JGTP. La 
liaison non-spécifique est déterminée par addition de 100 nM de galanine 
synthétique non marquée dans le milieu d'incubation. 
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3 - Immunocytochimie 

L'immunocytochimie constitue une technique d'une extrême sensibilité 
pour la localisation de peptides en biologie cellulaire. 
Le principe de la méthode, basé sur la réaction antigène-anticorps, repose 
essentiellement sur l'anticorps qui va reconnaître l'antigène cellulaire. Sa 
spécificité est déterminante pour sa localisation, tandis que son affinité est 
déterminante pour la sensibilité de sa détection. 
Dans le cas présent, les antigènes cellulaires sont détectés sur coupes à 

l'échelle de la microscopie photonique par immunofluorescence indirecte. 
La détection simultanée de plusieurs antigènes permet d'établir, de 
manière précise, les bases morphologiques des interrelations entre 
différentes molécules. D'un point de vue pratique, deux procédés peuvent 
être envisagés: (1) une comparaison de plusieurs coupes sériées traitées 
par des anticorps différents couplés à un même marqueur ; (2) plusieurs 
marquages simultanés sur une même coupe révélés par des anticorps 
couplés à différents marqueurs. 

Cette partie du travail concerne l'identification des structures neuronales 
à galanine dans l'hypothalamus de Cobaye, ainsi qu'une comparaison de sa 
distribution avec celles du GnRH et du GRF. 

3-1. Préparation des tissus: 

(a) traitement par la colchicine: 

A l'exception de trois cobayes considérés comme animaux témoins, les 
animaux sont traités à la colchicine. Ce traitement, initialement employé 
par Barry et collaborateurs (1973a et b ), a pour but de charger le corps 
cellulaire du neurone en produit de sécrétion puisqu'il désorganise le 
cytosquelette et entraîne un blocage du flux axonique. Il conduit ainsi à un 
renforcement de l'immunoréactivité du péricaryon et donc de sa 
visualisation. 
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Après anesthésie par injection intramusculaire de Rompun-Kétamine, les 
cobayes, sont placés dans un appareil stéréotaxique (Serva, Paris) pour 
recevoir une injection intraventriculaire de colchicine (150 J.Lg/15 J.Ll de 
sérum physiologique) 48 heures avant leur sacrifice. 

(b) sacrifice des animaux: 

Les animaux sont anesthésiés et perfusés avec une solution de sérum 
physiologique héparinée (150 ml), pour éviter la présence d'éléments 
figurés du sang dans les vaisseaux irriguant le cerveau, puis avec 1 litre 
de mélange d'acide picrique et de paraformaldéhyde tamponné (0,2% 
acide picrique, 4% paraformaldéhyde, dans un tampon phosphate 0,1 M, 
à pH 7,4). 

Après dissection, leurs cerveaux sont immergés 2 heures à 4 oc dans le 
même fixateur avant d'être plongés, pour la nuit à 4°C, dans du tampon 
phosphate 0,1 M à pH 7,4 contenant 20% de sucrose (cryoprotection). 

La congélation est réalisée dans l'isopentane (méthyl-2-butane) refroidi 
par l'azote liquide. Les blocs sont conservés au congélateur à -80°C. 

(c) préparation des coupes histologiques: 

Des coupes de 2 à 7 J.Lm sont effectuées au cryostat Reichert-Jung à -20°C, 
montées sur lames traitées à la gélatine-alun de chrome (0,6% de gélatine, 
0,2% d'alun de chrome) et séchées à l'air libre. 

3-2. Préparation des anticorps: 

Les anticorps ont été généreusement fournis par Gérard TRAMU 
(Talence). 

Afin d'augmenter l'immunogénicité de l'antigène synthétique, celui-ci est 
couplé à une protéine porteuse, la sérum albumine, par l'intermédiaire 
d'un agent couplant, le glutaraldéhyde (Vance et coll., 1968). 
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• L'anti-galanine a été obtenu par immunisation d'un lapin avec de la 
galanine 1-29 de porc (Bachem, Suisse) couplée à la sérum albumine 
humaine (HSA) avec du glutaraldéhyde. 
Les test RIA montrent l'absence de réactions croisées. Par ailleurs, la 
réaction immunocytochimique disparaît après saturation de l'anticorps 
avec 1 Q-6 M de galanine. 

• L'anti-GRFI-44 (Bachem, Suisse) est obtenu chez le lapin après couplage 
à la sérum albumine humaine par le glutaraldéhyde. 
La saturation de l'anticorps est obtenue avec 1 Q-7 M du peptide 
homologue alors qu'aucune abolition de la réaction n'est obtenue avec des 
anticorps hétérologues (Beauvillain et coll., 1987). 

• L'anti-GnRH a été produit par un cobaye après couplage du décapeptide 
(U.C.B.) avec de la sérum albumine humaine par du glutaraldéhyde. 
La saturation de l'anticorps est obtenue avec 10-6 M du peptide 
homologue. Par ailleurs, l'anticorps donne des résultats 
immunocytochimiques parfaitement superposables à ceux obtenus avec 
l'anti-GnRH produit chez le lapin et qui a été contrôlé (Barry et coll., 
1973a, 1974; Beauvillain et Tramu, 1980). 

Quels que soient les anticorps utilisés, la saturation par des peptides 
hétérologues n'a jamais été obtenue. Par ailleurs, la comparaison des 
résultats avec des travaux antérieurs réalisés au laboratoire (Barry et 
coll., 1973a, 1974 ; Beauvillain et Tramu, 1980 ; Beauvillain et coll., 
1987) démontrent que nos réactions sont spécifiques respectivement pour 
la galanine, le GRF et le GnRH et qu'aucun autre neuropeptide n'est 
marqué. 

3-3. Réactions immunocytochimiques: 

-simple marquage: 

Les coupes sont incubées dans le sérum spécifique (anti-galanine, anti­
GnRH ou anti-GRF) pendant 12 heures à température ambiante. 
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- L'anti-galanine de Lapin est dilué au l/600e dans du tampon COONS 
(véronal sodique 2,06 g/1, NaCl 8,5 g/1, azide 0,125 g/1, ajusté à pH 7,6 
par l'HCl lN, q.s.p. 11 d'eau distillée) contenant 0,25 p.lOO de triton X­
lOO; 
- L'anti-GnRH de Cobaye est dilué au l/8000e dans le même tampon; 
- L'anti-GRFI-44 de Lapin est dilué au l/600e également dans le même 
tampon. 

Après rinçage dans le tampon, le sérum marqué à l'isothiocyanate de 
fluorescéine (FITC) dilué au 1/1 OOe est appliqué sur les coupes pendant 
60 minutes à la température du laboratoire. 
Les coupes sont ensuite rincées dans le même tampon et sont montées dans 
un milieu glycériné (9 cc glycérine, 1 cc tampon COONS, en présence de 
1% paraphénylène-diamine pour éviter une perte de l'intensité de 
fluorescence), puis observées. 

-double marquage: 

Le double marquage a été effectué exclusivement pour la galanine et le 
GnRH (dans la mesure où les anticorps ont été fabriqués chez des espèces 
différentes, respectivement le Lapin et le Cobaye). 

Les deux anticorps sont mélangés et utilisés aux mêmes concentrations 
que pour le simple marquage. 

Après rinçage dans du COONS, un mélange d'anticorps secondaires anti­
Lapin marqués à l'isothiocyanate de fluorescéine (1/lOOe) et d'anticorps 
secondaires anti-Cobaye marqués à l'isothiocyanate de tétraméthyl­
rhodamine ( 1/1 OOe) est appliqué sur les coupes pendant 60 minutes. 

3-4. Observations: 

Après montage, les lames sont observées au microscope Axiophot Zeiss, 
équipé pour l'épifluorescence, possédant une combinaison de filtres 
adaptés: 

• filtre pour l'isothiocyanate de fluorescéine 
(combinaison 48-79-10); 

• filtre pour la rhodamine (combinaison 48-79-20). 
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4 - Radioautoa:raphie à l'échelle ultrastructurale 

Le principe général, identique à celui de la macroradioautographie, 
implique le marquage sélectif du récepteur étudié par un radioligand 
(agoniste ou antagoniste) et la détection de la liaison par contact des 
coupes avec une émulsion photographique. 
L'application de la technique à la visualisation de ces sites au niveau 
ultrastructural impose plusieurs exigences techniques supplémentaires et 
notamment une légère préfixation des cerveaux afin de préserver la 
morphologie. D'autre part, la procédure d'inclusion ayant tendance à 
décrocher la liaison ligand-récepteur, une post-fixation est absolument 
nécessaire. 
Brièvement, la méthode de radioautographie haute résolution nécessite: 
l'incubation de coupes de cerveaux légèrement préfixés avec le ligand 
radioactif en absence (liaison totale) ou en présence (liaison non­
spécifique) d'un excès de compétiteur froid ; la fixation de la liaison par 
un agent divalent ; la post-fixation, la déshydratation et l'inclusion des 
coupes dans une résine ; la réalisation de coupes semifines et ultrafines 
traitées respectivement pour la radioautographie en microscopie 
photonique et électronique selon les techniques classiques de trempage 
dans une émulsion photographique liquide ("dipping"). 
Les sites de liaison du ligand marqué sont visualisés sous forme de grains 
d'argent, ou tortillons. Ils sont analysés à l'échelle de la microscopie 
électronique dans une région donnée. La quantification des données est 
réalisée par traitement statistique de la répartition des grains d'argent. 
Cette technique permet d'analyser la distribution fine de récepteurs 
donnés au sein d'une structure particulière. 

Cette partie du travail concerne l'étude à l'échelle ultrastructurale de la 
localisation des récepteurs de la galanine dans l'éminence médiane menée 
comparativement chez le Rat et le Cobaye. 

4-1. Choix du radioligand: 

La localisation de ces sites est réalisée avec la 1251 -galanine, comme pour 
l'étude macroradioautographique 
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L'activité spécifique très élevée de la 1251-galanine, la faible taille de la 
molécule, et le pouvoir pénétrant de l'iode permettent de dire qu'elle 
constitue un bon ligand pénétrant facilement dans le tissu pour le travail 
sur coupes épaisses de 80 Jlm. 

4-2.Synthèse du radioligand: 

La galanine porcine synthétique froide est iodée par la méthode à la 
chloramine T (cf. Macroradioautographie quantitative). 
Du fait de la demi-vie courte de l'isotope et de la durée relativement 
importante d'exposition, la galanine iodée est utilisée dans la semaine 
pour l'incubation. 

4-3. Conditions d'utilisation du radioligand: 

Pour une estimation quantitative correcte, il est admis que l'étude doit 
être effectuée sur les radioautographies dont le nombre de grains d'argent 
développé par unité de surface est largement inférieur à la saturation de 
l'émulsion nucléaire. Du fait de l'activité spécifique élevée de la 1251-
galanine, la radioautographie haute résolution nécessite de travailler avec 
de faibles concentrations en ligand radioactif. Les études de liaison sont 
donc menées en présence de 1251 -galanine 0,2 nM dans le milieu 
d'incubation. 

4-4. Détermination des conditions de préfixation: 

L'étude de récepteurs en microscopie électronique requiert une 
préfixation légère des tissus pour faciliter la réalisation des coupes au 
vibratome et surtout pour permettre une préservation morphologique 
relativement correcte des structures. 
L'étude de la localisation ultrastructurale des récepteurs de la galanine 
étant réalisée au niveau de l'éminence médiane, des expériences 
préliminaires, en vue de déterminer le meilleur compromis de fixation, 
sont menées sur coupes cryostat de cerveau de Cobaye, contenant 
l'éminence médiane, traitées avec la 125!-galanine 0,2 nM pour plusieurs 
types de préfixations. 
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Des expériences antérieures portant sur l'étude de récepteurs J.l opioïdes 
au niveau de l'éminence médiane ont révélé qu'une préfixation des tissus 
par immersion conserve mieux la morphologie qu'en préfixant par 
perfusion. Seule cette technique de préfixation par immersion a été 
utilisée avec les mélanges suivants: 

milieu 1: paraformaldéhyde à 1% 
- milieu 2: 0,75% paraformaldéhyde, 0,1% glutaraldéhyde, 

1% acide tannique ; 
- milieu 3: glutaraldéhyde à 1% ; 
- milieu 4: glutaraldéhyde à 0,1 %. 

Chaque milieu est préparé dans du tampon phosphate Sorensen 0,12 M. 
Dans tous les cas, la préfixation est de 10 minutes. 
Une série de coupes traitées simultanément dans les mêmes conditions sur 
tissus frais sans préfixation sert de témoin. 
Le taux de liaison est déterminé pour les différents traitements par 
comptage de coupes grattées sur papter filtre avec un compteur 
d'émission de particules J3. 

La comparaison des différentes préfixations en terme de liaison (Fig.12A) 
montre que la préfixation des tissus augmente la liaison spécifique de la 
1251-galanine. D'autre part, la liaison spécifique la plus élevée est obtenue 
par immersion des tissus dans le milieu 2, bien que la liaison totale soit 
moins élevée que celle obtenue par immersion avec 1% de glutaraldéhyde 
(milieu 3). 

La comparaison des rapports de liaisons spécifique/totale (Fig.12B) des 
différentes préfixations permet d'observer que ce rapport est 
pratiquement semblable sauf pour le milieu 3. De même, à l'exception du 
milieu 3, on constate que ce rapport est pratiquement équivalent quand on 
travaille sur tissus frais et en préfixant par immersion. 

Compte tenu de ces résultats et ayant constaté que la préfixation par le 
milieu 2 procurait les meilleures conditions pour effectuer les coupes au 
vibratome ainsi qu'une meilleure conservation des tissus à l'échelle 
ultrastructurale, ce milieu a été retenu pour la suite de nos travaux. 
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Fig.12: Effets de différentes préfixations de coupes de cerveau de Cobaye contenant 
l'éminence médiane sur la liaison de la 125!-galanine. 

milieu 1: 1% paraformaldéhyde ; 
milieu 2:0,75% paraformaldéhyde, 0,1% glutaraldéhyde, 1% acide tannique; 
milieu 3: 1% glutaraldéhyde; 
milieu 4: 0,1% glutaraldéhyde. 
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4-5. Traitement des tissus: 

( 1) sacrifice des animaux: 

Des cobayes Tricolore mâles (n=6) et des rats Sprague Dawley mâles 
(n=6) sont tués par décapitation. Leurs cerveaux sont immédiatement 
disséqués et fixés par immersion pendant 10 min dans le fixateur froid: 
0,75% paraformaldéhyde, 0,1% glutaraldéhyde, 1% acide tannique, dans 
du tampon phosphate Sorensen 0,12 M, à pH 7 ,4. 

(2) préparation des coupes: 

Les cerveaux sont rapidement prélevés et coupés au Vibrato me S 1000 
(Labonord, Villeneuve d'Ascq-France), en tranches frontales de 80 j..tm 
d'épaisseur contenant l'éminence médiane. 

4-6. Technique de liaison: 

Les coupes sont immédiatement préincubées 20 min à température 
ambiante dans un tampon Tris (50 mM Tris-HCl, 250 mM sucrose, 
2 g/1 BSA, 0,02 g/1 bacitracine, à pH 7,4 ), puis incubées dans le même 
tampon 2 heures à température ambiante avec la 125I -galanine 0,2 nM. 

La liaison non-spécifique est déterminée en présence de 100 nM de 
galanine froide. 

Après deux rinçages consécutifs (5 min chacun) dans du tampon froid à 
4 °C, les coupes sont fixées 30 min à 4 oc dans un mélange 0,05 M tampon 
phosphate-4% glutaraldéhyde. 

Le même travail est réalisé en parallèle, comme pour la 
macroradioautographie, en présence de MgC12 5 mM dans le tampon de 

pré incubation, et de GTP 10 mM dans le tampon d'incubation. 
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4-7. Traitement histologique des tranches: 

(1) post-fixation et inclusion: 

Les tranches épaisses sont post-fixées 1 heure à température ambiante 
dans du tétroxyde d'osmium (0s04) à 2%, déshydratées dans des bains de 
méthanol de concentrations croissantes, puis passées dans l'oxyde de 
propylène, avant d'être incluses dans l'Araldite. 

(2) ultramicrotomie: 

Une fois polymérisés, les blocs d'araldite contenant les tranches de tissu 
sont taillés et des coupes sont réalisées à l'ultramicrotome (Ultracut E, 
Reichert-Jung). 

Pour le suivi de la réaction de liaison de la 1251-galanine dans l'éminence 
médiane en microscopie optique, des coupes semi-fines de 2 J..Lm 
d'épaisseur, prélevées à la surface de chaque bloc, sont recueillies sur 
lames nettoyées dans un mélange alcool-acide chlorhydrique. 

Pour la microscopie électronique, des coupes ultrafines de 90 nm 
d'épaisseur provenant des mêmes blocs sont récupérées sur lames 
recouvertes de celloïdine (2% dans l'acétate d'isoamyl). Les coupes sont 
déposées à 2,5 cm du bord inférieur de la lame de manière à assurer une 
épaisseur monocristalline uniforme de l'émulsion. 

4-8. Radioautographie des coupes semi-fines: 

Selon la technique classique de "dipping", les coupes semi-fines sont 
trempées dans une émulsion pour microscopie optique LM-1 (Amersham, 
France) à 43°C en chambre noire. Après séchage d'une nuit, les lames 
sont exposées à température ambiante en boîtes noires étanches en 
présence de gel de silice (Pro labo, France). 
Après 3, 6 et 9 semaines d'exposition, les radiographies sont développées 
2 min 30 à température ambiante dans le révélateur Kodak D 19-b, avant 
d'être fixées 5 min dans du thiosulfate de sodium à 30%. Après trois 
rinçages de 10 min dans l'eau et séchage, les coupes sont colorées au Bleu 
Azur 0,5%o. 
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4-9. Radioautographie à haute résolution: 

Les lames sur lesquelles ont été déposées les coupes ultrafines sont 
plongées 15 min dans de l'acétate d'uranyle 2,5%, puis 9 min dans du 
citrate de plomb 0,4% avant d'être carbonées et trempées dans une 
émulsion pour microscopie électronique EM-1 (Amersham, France). 
Après séchage, elles sont stockées à l'abri de la lumière en présence 
d'anhydride phosphorique (Prolabo, France). 

Après 3 à 4 mois d'exposition, les radioautographies sont développées 
dans le Microdol-X (Kodak, France) pendant 2 min 30 à température 
ambiante, fixées 5 min au thiosulfate de sodium 30% et rincées à l'eau 
bidistillée (3 fois 10 min) à 4 °C. Les coupes récupérées sur grilles de 
cuivre de 200 mailles, par décollement des membranes à la surface de 
l'eau, sont observées au microscope électronique Zeiss 902 après 
amincissement des membranes de celloïdine par l'acétate d'isoamyle. 

4-10. Analyse des radioautographies: 

( 1) à l'échelle de la microscopie optique: 

Les coupes semi-fines sont observées au microscope photonique 
(Axiophot, Zeiss, West Germany) et la zone externe de l'éminence 
médiane est photographiée à l'objectif 63x1,25 à immersion. Après 
agrandissement des photomicrographies, les grains d'argent sont 
dénombrés par comptage manuel dans la zone externe de l'éminence 
médiane. Les densités de sites marqués sont calculées en nombre de grains 
par unité de surface pour chaque coupe vibratome. La liaison spécifique, 
exprimée comme la différence de la liaison non-spécifique à la liaison 
totale, est déterminée dans la zone externe de l'éminence médiane pour 
chaque expérience, en référence à la coupe adjacente incubée en présence 
de 100 nM de galanine froide. 
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(2) à l'échelle de la microscopie électronique: 

Les sites marqués par la 125I-galanine sont mis en évidence par la 
présence de grains d'argent, ou tortillons. Du fait d'une résolution 
relativement limitée de la méthode, l'analyse précise de la distribution de 
ces tortillons s'impose visant essentiellement à évaluer la localisation 
précise des sources radioactives. La répartition des grains est analysée 
selon la méthode des cercles de probabilité de Blackett et Parry (1977) 
modifiée par Hamel et Beaudet (1984 ). ll est à noter que toutes les grilles 
analysées ne présentaient aucun bruit de fond en dehors des coupes. 

Les coupes traitées sont systématiquement analysées et tous les grains 
d'argent photographiés à un grandissement de 12000 X. 
La localisation de chaque grain d'argent, associée .à une structure (grain 
exclusif) ou à une combinaison de structures (grain partagé) est 
enregistrée et tabulée. 

La distribution de la liaison spécifique est déterminée par soustraction de 
la liaison non-spécifique à la liaison totale comme suit. Tout d'abord, le 
nombre de grains d'argent enregistrés sur les coupes incubées en présence 
de compétiteur froid (liaison non-spécifique) est proportionnellement 
ajusté pour chaque compartiment tissulaire en référence au pourcentage 
de liaison non-spécifique par rapport à la liaison totale déterminé en 
mesurant le contenu de radioactivité sur coupes semi-fines. Les valeurs 
résultantes sont alors soustraites du nombre de grains enregistrés pour les 
compartiments correspondants des coupes incubées avec le ligand 
radioactif seul (liaison totale). Enfin, la distribution résultante (liaison 
spécifique) est rapportée à 100. 

Pour estimer l'enrichissement relatif des divers compartiments marqués, 
la distribution des grains "spécifiques" est comparée à celle d'une 
population distribuée au hasard, grains "hypothétiques". Cette population 
de grains hypothétiques est déterminée en superposant à chaque 
micrographie électronique un ensemble régulier de cercles de résolution 
de même diamètre (ayant le diamètre moyen des grains réels), en 
enregistrant et en tabulant les structures uniques ou combinaisons de 
structures couvertes par ces grains. 
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Pour l'analyse, les distributions de grains spécifiques et hypothétiques 
partagés sont regroupés ultérieurement en catégories incluant deux 
structures apposées. Les grains recouvrant plus de deux structures sont 
redistribués en tenant compte de la fréquence de marquage de chaque 
paire de catégories. Ainsi, les grains situés sur plusieurs structures 
différentes dont deux de même nature (exemple: A-A-B) sont redistribués 
proportionnellement à deux compartiments qu'ils recouvrent (A-A, A-B) 
en fonction de l'importance de marquage de chacune des catégories 
considérées. 

La comparaison de la distribution des grains spécifiques et hypothétiques 
est évaluée statistiquement par un test de X2 comme décrit antérieurement 
(Hamel et Beaudet, 1984a). 
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1 - Distribution des récepteurs de la 2alanine dans 
le cerveau de Cobaye. 

La distribution des récepteurs de la galanine (GAL-RI) dans le cerveau de 
Cobaye est étudiée par macroradioautographie quantitative. 
Les sites de liaison de la galanine porcine marquée à l'iode 125 détectés 
sur coupes de cerveaux non-fixés sont de haute-affinité, saturables (cf. 
Matériels et Méthodes), et spécifiques des récepteurs de la galanine 
(Lagny-Pourmir et coll., 1989a). 
Les récepteurs sont visualisés in vitro par radioautographie à une 
concentration 1,5 nM de 125!-galanine. La liaison non-spécifique est 
déterminée par addition de galanine froide 100 nM au milieu 
d'incubation. 
Cette étude est réalisée en parallèle en présence et en absence de 
Mg2+jGTP pour étudier les effets du nucléotide sur la liaison de la 125!­
galanine. Dans les deux cas, la liaison non-spécifique n'est pas 
significative et n'interfère pas avec l'observation de la liaison spécifique 
(Fig.l3). 

Cette partie du travail traite des résultats obtenus sur la localisation, la 
quantification, et la distribution des récepteurs de la galanine dans le 
cerveau de Cobaye, et des effets du nucléotide sur l'expression de ces 
récepteurs. 

1-1. Localisation des récepteurs: 

La répartition des grains d'argent sur les radioautogrammes permet de 
définir la localisation des récepteurs de la galanine. Le repérage 
histologique des différentes structures est réalisé par coloration des 
coupes à la thionine après expériences radioautographiques. La 
corrélation établie par superposition des radioautographies et 
l'identification histologique permet d'établir une cartographie précise des 
récepteurs (Figs.l4,15,16,17). 
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Fig.13: 

Localisation des sites de liaison de la galanine par radioautographie in 
vitro sur coupes frontales de cerveau de Cobaye marqués par la 1251-
galanine 1,5 nM en présence (A) et en absence (B) de Mg2+fGTP. 

La liaison totale (T) est détectée en présence de 1251-galanine seule. Le 
marquage non-spécifique (NS), déterminé par addition de galanine froide 
10-7 Mau milieu d'incubation, empêche la liaison de la 1251-galanine. 
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D'une façon générale, l'utilisation des techniques en absence de 
Mg2+jGTP fait apparaître un grand nombre de structures marquées (Figs 
14,15,16,17-Tableau 4). L'addition de Mg2+fGTP permet d'observer en 
plus de ceux existants déjà des sites de liaison non exprimés dans le 
premier cas (cf. Effets de Mg2+fGTP sur l'expression des récepteurs de la 
galanine). Une distribution plus représentative des récepteurs de la 
galanine est donc établie par étude de liaison de la 125I-galanine en 
présence de Mg2+fGTP. La cartographie des récepteurs de la galanine 
présentée dans ce travail résulte par conséquent de l'étude menée en 
présence de Mg2+fGTP. Une schématisation histologique de chaque coupe 
est dessinée en regard de la radioautographie correspondante pour une 
lecture directe de l'information. 

1-2. Analyse quantitative des données radioautographiques: 

L'analyse densitométrique des radioautographies permet d'obtenir une 
quantification de l'information radioautographique. L'utilisation de 
standards de calibration permet de convertir les densités optiques 
mesurées en quantité de sites par mg de protéines tissulaires (Tableau 4 ). 
Toutes les valeurs sont exprimées en terme de liaison spécifique 
déterminée par soustraction de la liaison non-spécifique à la liaison totale. 

L'analyse quantitative de l'étude macroradioautographique des récepteurs 
de la galanine dans le cerveau de Cobaye révèle que: 
- pour chaque structure, à l'intérieur de chaque groupe d'animaux traités 
avec ou sans Mg2+ /GTP, la moyenne des quantités de sites de liaison en 
fmol/mg de protéines tissulaires est comparable. Chaque groupe est 
homogène pour la quantification de récepteurs. La liaison de la 125I­
galanine aux récepteurs de la galanine est comparable au sein des deux 
populations traitées avec et sans Mg2+ /GTP ; 
- la moyenne des moyennes de liaisons spécifiques de chaque structure du 
groupe traité avec Mg2+fGTP est significativement différente de celle du 
groupe contrôle traité sans Mg2+fGTP (Tableau 4). Les quantités de sites 
de liaison mesurés par les deux techniques de liaison (avec ou sans 
Mg2+jGTP) permettant la mise en évidence des récepteurs de la galanine 
sont donc significativement différentes (p< 0,05, test de t de Student). 
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Tableau 4: 
Quantification des récepteurs (fmol/mg de protéines tissulaires) de la 
galanine dans le cerveau de Cobaye après incubation avec la 125I-galanine 
1,5 nM. Les moyennes et écarts standards à la moyenne (n=4 pour chaque 
cas) sont donnés. Les effets induits par les deux conditions expérimentales 
sont significatifs pour toutes les structures au seuil des 5% (test de 
Student). 

liaison spécifique (±S.E.M.) 
Régions cérébrales Abrév. fmoVmg :>rotéines 

+Mg2+JGTP - Mg2+JGTP 
Rhmencephale 
Couche externe plexiforme EPI nd nd 
Couche interne plexiforme IPl nd nd 
Couche granulaire !Gr nd nd 
Bulbe olfactif accessoire AOB 21,96±0,97 15,99±o,90 
Noyau olfactif antérieur 

médian AOM 6,59±0,34 nd 
dorsal AOD 11,47±0,36 1,76±0,58 
latéral AOL 9,43±0,76 0,71±0,34 
ventral AOV 7,96±0,56 0,33±0,14 
postérieur AOP 19,12±0,99 2,41±0,86 

Tractus olfactif latéral TOL 5,76±0,99 7,63±0,37 
Tubercule olfactif 

couche moléculaire TuM nd nd 
îlots de Calleja TuiCj 3,97±1,32 1,72±0,22 

Télencéphale 
Noyau septal médian MS 31,13±1, 14 28,73±0,64 
Noyau septallatéral 

parue ventrale !LSV 31,65±0,85 29,99±0,47 
_partie dorsale LSD 23,29±1,54 27,47±2,47 
partie intermédiaire LSI 12,94±1,38 8,07±0,53 

Pallidum ventral PV 6,59±0,93 2,41±0,74 
Noyau de la bande diagonale de Broca 

bras vertical VDB 13,73±0,79 12,44±0,61 
bras horizontal HDB 11,95±0,72 6,33±1,50 

Amygdale 
centrale Ce 64,77±3,11 87,40±8,79 
médiane Me 4~.34±2,15 60,33±~.99 
latérale La 38,70±4,17 47,84±4,02 
basale BI 51,61±4,90 63,32±7,44 
corticale postérieure A Co 48,75±2,61 57,13±5,45 
zone hippocampamygdaloïde AHi 40,55±4,97 58,80±0,86 

Caudé putamen CPu nd nd 
Co!PS calleux cc 13,26±1,05 nd 
Cortex frontopariétal Fr nd nd 
Rudiment hippocampique antérieur TI 6,67±1,37 nd 
CortexQ_érirhinal pr 9,76:tQ,41 8,72±o,73 
Cortex piriforme pir nd nd 
Cortex cingulé Cg nd nd 
Noyau accumbens 
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médian AcbM 6,52±0,49 7,59±0,24 
latéral AcbL 9,72±0,5--g ll},&8±{r,Z2 

1 Cortex entorhinal Ent nd nd 
Hippocampe 
Gyrus dente 00 

couche molécularre Mol 39,69±0,54 62,53±2,80 
couche granulaire IGrDG 18,49±0,84 28,06±2,89 
fascia dentata FD 83,87+2,34 93,62+5,62 

Strie médullaire SM 13,34±0,83 22,51±3,63 
Champ CAl de la come d'Ammon ICAl nd nd 

1 Champ CA2 de la come d'Ammon ICA2 9,20±1,90 13,90±1,17 
Champ CA3 de la come d'Ammon CA3 nd nd 
Champ CA4 de la come d'Ammon CA4 31,86+1,47 35,18+1,51 
Subiculum s nd nd 

Tractus du Telencéphale 
Fimbriae 

segment externe fiE 21,42±0,34 24,13±1,97 
segment interne fil 10,76+0,72 14,94+1,02 

Strie terminale st 33,19:t0,48 38,97+2,47 

Diencéphale 
Thalamus 

paracentral PC 32,09+3,88 23,56+1,13 
antérieur ventral AV nd nd 
ventrolatéral VL nd nd 
ventropostérieur latéral VPL 15,61±1,76 11,35±1,61 
centromédian CM nd nd 
antérieur dorsal AD 27,48±2,65 39,66±0,93 
latérodorsal ID nd nd 
ventropostérieur médian VPM 19,93±1,21 17,05±0,63 
noyauparaventriculaire PV 6,59±2,09 1,07±0,24 
noyau reuniens Re 13,99+1,63 16,42+1,05 
zone incerta Zl 48,62±0,90 26,53±3,34 
habenula médiane MHb 36,76±0,38 51,20±1,60 
habenula latérale LHb 6,77+1,34 nd 
lemniscus médian ml 15,21-1::0,73 21,06±0,58 

Hypothalamus 
chiasma optique oc 15,29±3,09 11,03±1,49 
noyau supraoptique ISO 39,87±3,47 30,99±5,64 
zone hypothalamique antérieure/ AH y/ 11,25±1,12 9,20±0,87 
aire préoptique APO 
tractus optique to 17,66±1,21 14,59±1,86 
noyau paraventriculaire NPV 44,85±1~1 30,31±3,44 
dorsomédian (région périventriculaire) DMH 40,35±1,51 34,09±3,55 
zone hypothalamique latérale LH 8,43±2,57 4,32±0,75 
éminence médiane ME 25,06±3,04 18,25±1,96 
noyau arqué Arc 19,22±2,17 7 ,37±1,61 
ventromédian VMH 34,61±1,05 25,13±3,41 
noyau mamillaire postérieur MP 78,01+4,36 89,04±7,48 
noyau mamillaire médian MM 37,14+1,25 41,44+3,19 
noyau mamillaire latéral ML 4,28±0,95 7,82±2,09 
noyausupramamillaire ISuM 17,79+2;32 21,18±0~ 
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Hypophyse Hyp 
lobe anteneur APit 9,49±1,76 6,42±1,54 
lobe intermédiaire IPit nd nd 
lobe posténeur PPit 57,97±8,24 99,32±4,68 

Mesen céphale 
Noyau péripédunculaire pp 16,07±1,11 22,74±0,56 
Génicu1é dorsolatéral DLG nd nd 
Gémculé ventrolatéral VLG nd nd 
Géniculé ventromédian MGV 51,82±4,76 33,78±1,56 
Zone prétectale antérieure APT 6,52±1,77 3,56±1,10 
Substance noire 

pars compacta iSNC 15,05±0,64 21,03±0,40 
pars reticulata SNR nd nd 

Zone tegmentaire ventrale VTA 5,71±0,74 2,41±0,52 
Noyau rouge R nd nd 
Collicule supéneur 

couche grise superficielle SuG 26,13±1,50 18,82±1,75 
couche du nerf optique Op 20,28±1,54 14,57±1,20 

Collicule inférieur 
noyau central re 13,47±0,53 18,86±0,77 
noyau péricentral PCIC 43,84±0,58 34,26±0,91 

Substance grise centrale 
péri ventriculaire CG 36,88±1,73 29,57±1,98 
dorsale CGD 31,65±1,64 25,07±1,37 

Rhombencephale 
Raphe dorsal RMg 16,42±1,26 14,42±0,48 
Raphe médian RPn 18,68±2,54 14,25±2,34 
Ré.lQ_he pallidus RPa 26,61±2,01 21,89±1,71 
Noyau moteur trigéminé Mo5 26,06±1,41 13,90±1,73 
Noyau vestibulaire médian MYe 11,29±0,45 7,92±1,51 
Noyau prepositus hypoglossal PrH 8,31±0,40 12,06±0,32 
No_y_au du tractus solitaire Sol 34,26±1,36 24,64±0,87 
Noyau réticulé tegmentopontin RtTg 12,86±0,64 nd 
Locus coeruleus LC 33,99±0,50 21,04±0,75 
Noyau facial 7 18,43±1,52 15,47±1,54 
Noyau réticulé parvocellulaire PCRt 12,16±0,85 13,90±0,52 
Tractus spinal du noyau trigéminé sp5 61,14±0,47 32,18±1,14 
Noyau trigéminé spinocaudal Sp51 17,29±0,43 20,91±1,47 
Noyau du tractus spinal du nerf Sp50 36,88±1,75 20,69±1,71 
trigéminé, partie orale 
Noy_au trigéminé sensoriel principal Pr5 25,56±0,75 21,21±0,74 
Area postrema AP 7,22±0,59 11,08±0,54 

, Cervelet 
couche molecularre Mol nd nd 
couche granulaire Gr nd nd 
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Les résultats présentés dans le Tableau 4 résultent de l'étude comparative 
menée sur tous les animaux expérimentés dans les deux conditions 
précitées (avec ou sans Mg2+JGTP). Les moyennes et écarts standards à la 
moyenne (±S.E.M.) sont exprimés pour chaque structure analysée. La 
quantification régionale des sites de liaison de la 1251-galanine réalisée en 
présence et en absence de Mg2+JGTP est significativement différente au 
seuil de 5%. 

1-3. Distribution régionale des récepteurs de la galanine dans 
le cerveau de Cobaye: 

Les résultats obtenus mettent en évidence la présence de sites de liaison de 
haute affinité de la 1251-galanine sensibles aux guanylnucléotides dans 
l'ensemble du système nerveux central du Cobaye (Figs 14,15,16,17 -
Tableau 4 ). Cependant on peut noter immédiatement que les récepteurs de 
la galanine sont. plus particulièrement concentrés dans le télencéphale et le 
diencéphale. Chaque région est néanmoins analysée. 

Rhinencéphale: 
- Au niveau du bulbe olfactif, on ne détecte pas de sites récepteurs de la 
galanine dans les zones laminaires: couches g1omérulaire, plexiformes 
externe et interne, granulaire. 
Par contre, une densité relativement élevée de sites est observée dans le 
bulbe olfactif accessoire (Fig.14A). 
- une densité de sites de liaison identique est observée dans la région 
postérieure du noyau olfactif antérieur (Fig.l4B), tandis qu'une liaison 
faible est exprimée dans le reste du noyau olfactif antérieur (niveaux 
dorsal, ventral, latéral, médian ; Fig.14A), dans le tractus olfactif latéral 
(Fig.14C) ainsi que dans les îlots de Calleja du tubercule olfactif. 

Télencéphale: 
- Dans les zones corticales seul le cortex périrhinal présente une densité 
de récepteurs modérée (Fig.14C), alors qu'aucune liaison spécifique n'est 
détectée dans le cortex piriforme, le cortex entorhinal et le cortex 
frontopariétal. 
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Fig.14: 

Localisation des sites de liaison de la galanine par radioautographie in 
vitro sur coupes frontales de cerveau de Cobaye détectés en présence de 
125I-galanine 1,5 nM. 

Une schématisation histologique de chaque coupe, colorée à la thionine, 
est présentée en regard de la radioautographie correspondante pour une 
lecture directe de l'information. 

Barre d'échelle: 3 rmn. 
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- Le corps calleux et le forceps mineur du corps calleux contiennent 
également une densité modérée de récepteurs (Figs 14C,D). 
- Un marquage dense est observé dans le septum médian surtout 
postérieur et les régions septales latérales ventrale et dorsale (Fig.14F). 
Tandis que la partie intermédiaire du septum latéral présente une densité 
de liaison moins élevée (Fig.14F). 
- Les structures de la bande diagonale de Broca et le noyau accumbens 
(Fig.14D), tout comme le rudiment hippocampique antérieur (taenia tecti 
; Fig.14B) présentent une densité de liaison modérée à faible. 
- Dans la formation hippocampique les sites de liaison sont principalement 
concentrés dans la partie ventrale où un marquage dense est observé dans 
le subiculum (Fig.l5C). Des densités de liaison modérées sont 
enregistrées dans le champ CA4 de la come d'Ammon (Fig.15F). Elles 
sont plus faibles dans le champ CA2 (Fig.l6A). Aucun marquage n'est 
détecté dans les champs CAl et CA3 de la come d'Ammon. 
Une densité de sites très élevée est présente dans le gyms denté (fascia 
dentata, Fig.16F). Une liaison d'intensité moyenne est observée dans les 
couches moléculaire et granulaire du gyms denté et dans la strie 
médullaire (Figs 15F,G). 
- L'amygdale présente une densité de sites très élevée (Fig.15) avec des 
distributions différentielles selon les régions comme indiqué dans le 
Tableau 4. 

Tractus du télencéphale: 
Plusieurs tractus du télencéphale présentent une liaison modérée à élevée, 
dont la fimbria (Figs 15C,F), la strie supracalleuse (Fig.15D) et la strie 
terminale (Fig.15D). Dans la fimbria la liaison de la 1251-galanine 
apparaît principalement dans sa partie la plus latérale (Fig.15F). 

Diencéphale: 
-Thalamus: 
Les accumulations les plus denses de sites de liaison sont visualisées dans 
la zone incerta (Fig.15D), l'habenula médiane (Fig.l5H), le thalamus 
paracentral (Fig.15B) et antérieur dorsal (Fig.15B). Dans les régions du 
thalamus ventropostérieur médian, ventropostérieur latéral (Fig.15F) et 
le noyau reuniens (Fig.15D) un marquage modéré est enregistré. Le 
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Fig.15: 

Localisation des sites de liaison de la galanine par radioautographie in 
vitro sur coupes frontales de cerveau de Cobaye détectés en présence de 
125r-galanine 1,5 nM. 

Une schématisation histologique de chaque coupe, colorée à la thionine, 
est présentée en regard de la radioautographie correspondante pour une 
lecture directe de l'information. 

Barre d'échelle: 3 mm. 
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noyau paraventriculaire et l'habenula latérale (Fig.l5F) présentent une 
densité de sites de liaison de la 1251-galanine beaucoup plus faible. 
Le lemniscus médian dorsolatéral contient un marquage modérément 
dense (Fig.16A). 

- Hypothalamus: 
Une densité de sites très élevée est observée dans le noyau supraoptique 
(Fig.l5A). Dans l'hypothalamus antérieur, l'aire préoptique, le chiasma 
optique (Fig.15A) et le tractus optique (Fig.l5C) une liaison modérée est 
observée. 
Dans les noyaux paraventriculaire (Fig.l5D), ventro- et dorsomédians 
(Figs 15F,G) le nombre de sites apparaît également élevé. Cependant, 
dans le dorsomédian, le marquage concerne seulement la partie 
postérieure périventriculaire (Fig.15E). Dans le noyau arqué (Fig.15E) et 
l'éminence médiane (Fig.15F) une liaison de moyenne densité est détectée 
en présence de Mg2+JGTP dans le milieu expérimental. 
Il faut enfin noter une grosse concentration de sites dans le noyau 
mamillaire postérieur (Fig.16C), alors que la région latérale présente des 
densités de marquage beaucoup plus faibles (Fig.16B). 
Dans l'hypophyse, le lobe antérieur apparaît peu marqué, alors qu'au 
contraire une forte liaison est présente dans le lobe nerveux (Fig.16C). 

Mésencéphale: 
Les accumulations les plus denses de sites de liaison sont détectées dans le 
noyau géniculé ventromédian (Fig.16G ), la substance grise centrale 
périaqueducale (Fig.16G), le noyau péricentral du collicule inférieur 
(Fig.16H) et le collicule supérieur. Le noyau péripedunculaire (Fig.16B ), 
la pars compacta de la substance noire (Fig.16A), et le noyau du collicule 
inférieur (Fig.16H) présentent des densités plus modérées de sites. La 
zone prétectale antérieure et la zone tegmentaire ventrale (Figs A,B) sont 
faiblement marquées. Les autres zones présentent des densités de 
marquage faibles ou non détectables. 

Rhombencéphale: 
-Le locus coeruleus (Fig.17C), le noyau du tractus solitaire (Fig.17D), le 
tractus spinal du noyau trigéminé (Fig.17E) contiennent un marquage très 
dense de sites. Le noyau trigéminé spinocaudal (Fig.17E), le noyau 

100 



Fig.16: 

Localisation des sites de liaison de la galanine par radioautographie in 
vitro sur coupes frontales de cerveau de Cobaye détectés en présence de 
125r -galanine 1,5 nM. 

Une schématisation histologique de chaque coupe, colorée à la thionine, 
est présentée en regard de la radioautographie correspondante pour une 
lecture directe de l'information. 

Barre d'échelle: 3 mm. 
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vestibulaire médian (Fig.l7D) et le noyau du prepositus hypoglossal 
(Fig.17C) correspondent à des sites de liaison moins denses. 
- Un marquage dense est observé dans le noyau principal trigéminé 
sensoriel (Fig.17 A) et le noyau du tractus spinal du nerf trigéminé (partie 
orale ; Fig.17B ). La liaison est plus modérée dans le noyau trigéminé 
sensoriel principal (Fig.17 A), le noyau moteur trigéminé (Fig.17 A), le 
noyau facial (Fig.17C), le plancher du raphe (Fig.17B), les noyaux du 
raphe dorsal et médian (Fig.17B), le noyau réticulé tegmentopontin 
(Fig.l6H), et le noyau réticulé parvocellulaire (Fig.17F). Une faible 
liaison est visualisée dans le plancher du raphe et l'area postrema 
(Fig.17 A). 
Aucune liaison spécifique détectable n'est observée dans le cervelet. 

1-4. Effets de Mg2+/GTP sur l'expression des récepteurs de la 
galanine: 

a)Effets directs sur la liaison spécifique: 

L'analyse quantitative permet de déterminer la liaison spécifique du 
radioligand à partir des macroradioautographies. Dans les conditions 
normales, la liaison spécifique représente approximativement 60% de la 
liaison totale. L'introduction de Mg2+JGTP dans le milieu d'incubation 
augmente la liaison spécifique de la galanine radiomarquée qui représente 
alors 80% de la liaison totale. Sous cette condition, la spécificité de la 
liaison est montrée par absence quasi-totale de marquage en présence de 
galanine froide (Fig.13). Tandis que sans Mg2+JGTP un bruit de fond 
légèrement saturant apparaît qui n'empêche pas pour autant l'observation 
de la liaison spécifique du radioligand. 

Les résultats obtenus montrent donc que le Mg2+ 5 mM/GTP 100 J..LM 
ajouté au milieu d'incubation augmente d'environ 20% la liaison 
spécifique de la 125 I-galanine à ses récepteurs. Cette condition 
expérimentale améliore ainsi l'observation des récepteurs de la galanine 
pour l'étude macroradioautographîque. 
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Fig.17: 

Localisation des sites de liaison de la galanine par radioautographie in 
vitro sur coupes frontales de cerveau de Cobaye détectés en présence de 
125I-galanine 1,5 nM. 

Une schématisation histologique de chaque coupe, colorée à la thionine, 
est présentée en regard de la radioautographie correspondante pour une 
lecture directe de l'information. 

Barre d'échelle: 3 mm. 
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b) Effets régionaux inhibiteurs et stimulateurs de M g2 +IGTP sur la 
liaison.· 

Les effets de Mg2+fGTP sur la distribution des récepteurs de la galanine 
dans le cerveau de Cobaye sont étudiés au niveau régional par analyse des 
données quantitatives (Tableau 4 ). Selon les structures étudiées, on 
observe que l'utilisation de Mg2+fGTP a un effet inhibiteur (diminution) 
ou stimulateur (augmentation) sur la liaison spécifique de la 1251-
galanine. Pour chaque région, on établit une représentation 
d'histogrammes comparatifs de quantité de sites par structure pour 
comparer les effets de Mg2+fGTP (Figs 18,19,20,21,22,23,24). 

Rhinencéphale: 
Les résultats (Fig.18) indiquent que le Mg2+fGTP augmente la liaison de 
la 1251-galanine dans le bulbe olfactif et les régions associées au bulbe, à 
l'exception du tractus olfactif où il diminue la liaison. Sous cette condition 
expérimentale, on met en évidence: 

a) une augmentation de la liaison dans le bulbe olfactif accessoire (x 
1 ,4 ), le noyau olfactif antérieur dorsal (x 6,5), postérieur (x 7 ,9), latéral 
(x 13,3) et ventral (x 24,1), les îlots de Calleja du tubercule olfactif (x 
2,3) ; 

b) une diminution de la liaison dans le tractus olfactif latéral (x 
0,8). 
De plus, cette condition permet de visualiser des récepteurs dans le noyau 
olfactif antérieur médian qui ne sont pas détectés en absence de 
Mg2+fGTP. Par contre, au niveau des zones laminaires du bulbe olfactif 
on constate que le Mg2+JGTP n'a aucun effet et ne fait pas apparaître la 
présence de sites de liaison. 

Télencéphale: 
L'introduction de Mg2+JGTP dans le milieu expérimental induit des effets 
sur la liaison, variables selon les structures (Fig. 19 ,20). On observe: 

a) une augmentation de la densité de sites dans le noyau septal 
médian (x 1,1 ), le noyau septal latéral ventral (x 1,1) et intermédiait:e (x 
1 ,6), le pallidum ventral (x 2,7), le noyau de la bande diagonale de Broca 
ventral (x 1,1) et horizontal (x 1,9) ainsi que dans le cortex périrhinal (x 
1,1); 
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Fig.18: Histogrammes comparatifs de liaison de la 1251-galanine en présence et en 
absence de Mg2+JGTP dans le rhinencéphale et le tractus du télencéphale de Cobaye. Les 
différences entre les groupes traités sont significatives au seuil de 5% (test de t de 
Student). 

AOB: bulbe olfactif accessoire; AOM: noyau olfactif antérieur médian; AOD: noyau olfactif antérieur 
dorsal ; AOL: noyau olfactif antérieur latéral ; AOV: noyau olfactif antérieur ventral ; AOP: noyau 
olfactif antérieur postérieur ; TOL: tractus olfactif latéral ; TuiCj: îlots de Calleja du tubercule olfactif; 
fiE: fimbria externe; fil: fimbria interne ; st: strie terminale. 
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Fig.l9: Histogrammes comparatifs de liaison de la 125!-galanine en présence et en 
absence de Mg2+JGTP dans le télencéphale de Cobaye. Les différences entre les groupes 
traités sont significatives au seuil de 5% (test de t de Student). 

MS: noyau septal médian ; LSV: noyau septallatéral ventral ; LSD: noyau septallatéral dorsal ; LSI: 
noyau septallatéral intermédiaire; PV: pallidum ventral; pr: cortex périrhinal ;VDB: noyau vertical de la 
bande diagonale de Broca; HDB: noyau horizontal de la bande diagonale de Broca; CC: corps calleux; 
TI: taenia tecti ; AcbM: noyau accumbens médian ; AcbL: noyau accumbens latéral. 
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Fig.20: Histogrammes comparatifs de liaison de la 125J-galanine en présence et en 
absence de Mg2+JGTP dans le système limbique de Cobaye. Les différences entre les 
groupes traités sont significatives au seuil de 5% (test de t de Student). 

Ce: amygdale centrale ; Me: amygdale médiane ; La: amygdale latérale ; BI: amygdale basale ; ACo: 
amygdale corticale postérieure ; AHi: zone hippocampamygdaloïde ; Mol: couche moléculaire du gyrus 
denté ; GrDG: couche granulaire du gyrus denté ; FD: fascia dentata ; CA2: champ CA2 de la come 
d'Ammon; CA4: champ CA4 de la come d'Ammon. 
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b) une diminution de la densité de sites dans le noyau septal latéral 
dorsal (x 0,8) ainsi que dans le noyau accumbens médian (x 0,9) et latéral 
(x 0,9). Une diminution de liaison est également détectée dans l'amygdale 
centrale (x 0,7), médiane (x 0,8), latérale (x 0,8), basale (x 0,8), corticale 
postérieure (x 0,9), dans la zone hippocampamygdaloïde (x 0,7) et les 
régions hippocampiques: dans le gyrus denté moléculaire (x 0,6), 
granulaire (x 0,7), fascia dentata (x 0,9), la strie médullaire (x 0,6), les 
champs de la come d'Ammon CA2 (x 0,7), CA4 (x 0,9). 
En présence de Mg2+JGTP, on visualise des récepteurs non détectés dans 
les conditions standards dans le corps calleux, et le rudiment 
hippocampique antérieur. Cependant, cette condition ne permet pas de 
démasquer de sites de liaison non exprimés dans les conditions standards 
dans le noyau caudé, ni dans les régions corticales, ni dans les champs 
CAl et CA3 de la come d'Ammon. 

Tractus du télencéphale: 
Aux vues des données quantitatives (Tableau 4, Fig.18), il apparaît que 
l'introduction de Mg2+ /GTP dans le milieu expérimental induise une 
diminution la liaison de la 125!-galanine dans la fimbria externe (x 0,9) et 
la fimbria interne (x 0,7), et la strie terminale (x 0,9). 

Diencéphale: 
-Thalamus: 
La présence de Mg2+JGTP induit des effets sur la liaison de la 125!­
galanine (Fig.21), à savoir: 

a) une augmentation de la densité de sites dans le thalamus 
paracentral (x 1,4 ), ventropostérieur latéral (x 1,4 ), ventropostérieur 
médian (x 1 ,2), le noyau para ventriculaire (x 6,2) et la zone incerta (x 
1 ,8) ; 

b) une diminution de la liaison dans le thalamus antérodorsal (x 
0,7), le noyau reuniens (x 0,9), l'habenula médiane (x 0,7), et le 
lemniscus médian (x 0,7) 
De plus, on constate que l'habenula latérale exprime des sites non détectés 
sans Mg2+JGTP. L'absence de sites de liaison dans les régions du thalamus 
centromédian, antéroventral, ventrolatéral et latérodorsal est confirmée 
en présence de Mg2+JGTP. 
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Fig.21: Histogrammes comparatifs de liaison de la 125J-galanine en présence et en 
absence de Mg2+fGTP dans le thalamus de Cobaye. Les différences entre les groupes 
traités sont significatives au seuil de 5% (test de t de Student). 

PC: thalamus paracentral ; AD: thalamus antérieur dorsal ; VPL: thalamus postérieur ventrolatéral ; 
VPM: thalamus postérieur ventromédian ; PV: noyau para ventriculaire ; Re: noyau reuniens ; ZI: zone 
incerta ; MHb: habenula médiane ; LHb: habenula latérale: LM: lemniscus medialis. 
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Fig.22: Histogrammes comparatifs de liaison de la 125J-galanine en présence et en 
absence de Mg2+fGTP dans l'hypothalamus de Cobaye. Les différences entre les groupes 
traités sont significativement différentes au seuil de 5% (test de t de Student). 

OC: chiasma optique ; SO: noyau supraoptique ; AHy/APO: zone hypothalamique antérieure 1 aire 
préoptique ; to: tractus optique ; MP: noyau mamillaire postérieur ; MM: noyau mamillaire médian ; 
ML: noyau mamillaire latéral ; SuM: noyau supramamillaire ; NPV: noyau paraventriculaire ; DM: 
dorsomédian ; LH: zone hypothalamique latérale ; ME: éminence médiane ; Arc: noyau arqué ; VM: 
ventromédian ; APit: lobe antérieur de l'hypophyse ; PPit: lobe postérieur de l'hypophyse. 
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- Hypothalamus: 
L'addition de Mg2+jGTP a pour effet (Fig.22): 

a) une augmentation de la densité de sites dans: le chiasma optique 
(x 1,4 ), le noyau supraoptique (x 1 ,3), l'aire hypothalamique antérieure et 
l'aire préoptique (x 1 ,2), le tractus optique (x 1 ,2), le noyau 
paraventriculaire (x 1 ,5), l'hypothalamus dorsomédian (x 1 ,2), latéral (x 
2,0) et ventromédian (x 1,4 ), l'éminence médiane (x 1 ,5), le noyau arqué 
(x 2,6), et dans le lobe antérieur de l'hypophyse (x 1 ,5) ; 

b) une diminution de sites dans le lobe postérieur de l'hypophyse (x 
0,6), les noyaux mamillaires postérieur (x 0,9), médian (x 0,9), et latéral 
(x 0,6), ainsi que dans le noyau supramamillaire (x 0,8) ; 

Mésencéphale: 
On observe (Fig.23): 

a) une augmentation de la liaison du radioligand dans la zone 
prétectale antérieure (x 1 ,8), tegmentaire ventrale ( x 2,4 ), les couches du 
collicule supérieur (x 1,4 ), le noyau péri central du collicule inférieur (x 
1 ,3 ), le noyau géniculé ventral (x 1 ,5) et la substance grise centrale 
périventriculaire (x 1,2) et dorsale (x 1,3) ; 

b) une diminution de la liaison dans le noyau péripedunculaire (x 
0,7), la substance noire compacte (x 0,7), le noyau central du collicule 
inférieur (x 0,7). 
Cette condition technique ne modifie pas l'expression des sites de liaison 
non détectés sans Mg2+fGTP dans le milieu. 

Rhombencéphale: 
L'incubation avec Mg2+fGTP des coupes radioautographiées met encore 
en évidence (Fig.24): 

a) une augmentation de la liaison dans le raphe dorsal (x 1,1 ), 
médian (x 1 ,3), pallidus (x 1 ,2), le noyau thalamique postérieur latéral (x 
2,1) et médian (x 1,4), le noyau moteur trigéminé (x 1,9), le noyau 
vestibulaire médian (x 1,4), le noyau du tractus solitaire (x 1,4), le locus 
coeruleus (x 1,6), le noyau facial (x 1,2), le noyau trigéminé spinocaudal 
(x 1 ,9), le noyau du tractus spinal du nerf trigéminé (x 1 ,8), le noyau 
trigéminé sensoriel principal (x 1 ,2) ; 
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Fig.23: Histogrammes comparatifs de liaison de la 1251-galanine en présence et en 
absence de Mg2+fGTP dans le mésencéphale de Cobaye. Les différences entre les 
groupes traités sont significatives au seuil de 5% (test de t de Student). 

PP: noyau péripédunculaire ; APT: zone prétectale antérieure ; SNC: pars compacta de la substance noire 
; SuG: couche grise superficielle du collicule supérieur ; Op: couche du nerf optique du collicule supérieur 
; MGV: géniculé ventromédian ; VT A: zone tegmentaire ventrale ; IC: noyau central du collicule inférieur 
; PCIC: noyau péricentral du collicule inférieur ; CG: substance grise centrale périventriculaire ; CGD: 
substance grise centrale dorsale. 
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Fig.24: Histogrammes comparatifs de liaison de la 125J-galanine en présence et en 
absence de Mg2+JGTP dans le rhombencéphale de Cobaye. Les différences entre les 
groupes traités sont significatives au seuil de 5% (test de t de Student). 

RMg: raphe dorsal ; RPn: raphe médian ; RPa: raphe pallidus ; LPB: noyau thalamique postérieur latéral 
; MPB: noyau thalamique postérieur médian; Mo5: noyau moteur trigéminé; MVe: noyau vestibulaire 
médian ; PrH: noyau prepositus hypoglossal ; Sol: noyau du tractus solitaire ; RtTg: noyau réticulé 
tegmentopontin ; LC: locus coeruleus ; 7: noyau facial ; PCRt: noyau réticulé parvocellulaire ; Sp51: 
noyau trigéminé spinocaudal ; sp5: tractus spinal du noyau trigéminé ; Sp50: noyau du tractus spinal du 
nerf trigéminé, partie orale ; Pr5: noyau trigéminé sensoriel principal ; AP: area postrema 
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b) une diminution de la liaison dans le noyau prepositus hypoglossal 
(x 0,7), le noyau réticulé parvocellulaire (x 0,9), le tractus spinal du 
noyau trigéminé (x 0,8) et l'area postrema (x 0,7). 

La comparaison de deux techniques de liaison de la 125I-galanine révèle: 
d'une part que le Mg2+fGTP augmente la spécificité de la liaison sur 
coupes non-fixées de cerveau de Cobaye, et d'autre part que cette variante 
technique a des effets régionaux inhibiteurs (noyaux amygdaloïdes, 
régions hippocampiques), et stimulateurs (éminence médiane, noyau 
arqué) sur cette liaison. 

En conclusion, des sites de liaison de haute affinité de la 1251-
galanine sensibles aux guanylnucléotides sont présents dans 
l'ensemble du système nerveux de Cobaye, plus 
particulièrement dans le télencéphale et le diencéphale. 
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2 - Immunocytochimie de la ~:alanine dans 
1 'hypothalamus. 

La localisation des structures neuronales à galanine dans l'hypothalamus 
de Cobaye est étudiée par technique d'immunofluorescence indirecte avec 
un anticorps anti-galanine dilué au l/600e. 

La comparaison de la distribution de la galanine avec celles du GnRH et 
du GRF est réalisée à l'échelle de la microscopie photonique: par méthode 
de double marquage simultané avec l'anti-GnRH au l/8000e, et par 
comparaison de coupes adjacentes avec l'anti-GRF dilué au l/600e. 

Les résultats rapportés traitent successivement de l'identification des 
structures contenant de la galanine dans l'hypothalamus de Cobaye et de la 
comparaison de la distribution de la galanine avec celles du GnRH dans 
l'aire préoptique et du GRF dans le noyau arqué et l'éminence médiane. 

2-1. Aire préoptique: 

Des neurones sont observés dans la partie ventrolatérale de l'aire 
préoptique médiane. La distribution s'étend de la partie rostrale du 
chiasma optique au noyau supra-optique. D'autres corps cellulaires sont 
vus dans la région périventriculaire. Une troisième partie est observée 
dans l'aire préoptique latérale. 

A côté des corps cellulaires de nombreuses fibres et varicosités sont 
distribuées dans l'ensemble de l'aire préoptique (Figs 25A, A'). 
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Fig.25: 

Localisation de l'immunoréaction de la galanine dans l'aire préoptique du 
Cobaye. Relations galanine-GnRH. 

A/A': observation de cellules à galanine dans l'aire préoptique ; 
Grossissement: X 120 

B/B': comparaison sur une même coupe de l'immunoréaction obtenue 
avec un anti-galanine de Lapin (B) et un anti-GnRH de Cobaye (B'). On 
peut constater que la cellule à GnRH ne réagit pas avec l'anti-galanine ; 
Grossissement: X 500 

CIC': comparaison sur une même coupe de l'immunoréaction obtenue 
avec l'anti-galanine (C) et l'anti-GnRH (C'). La cellule à GnRH apparaît 
non immunoréactive à la galanine. Par contre, on constate qu'autour des 
cellules à GnRH et vraisemblablement au contact de ces cellules sont 
présentes des terminaisons nerveuses à galanine. 
Grossissement: X 500. 





Fig.26: 

Localisation de l'immunoréaction de la galanine dans le noyau 
paraventriculaire, le noyau arqué et l'éminence médiane de Cobaye. 

A: observation de l'immunoréactivité à la galanine (Gal.) dans les 
neurones du noyau paraventriculaire (NPV). L'immunoréaction est 
détectée essentiellement dans les neurones parvocellulaires et en 
périphérie du ventricule. 
Grossissement: X 120. 

B: immunoréaction des éléments galaninergiques (Gal.) dans le noyau 
arqué (NA) et l'éminence médiane. 
Les corps cellulaires à galanine sont observés dans la partie ventrolatérale 
du noyau arqué. 
Dans l'éminence médiane, le marquage est situé dans la zone externe. Les 
capillaires sont généralement entourés par de nombreuses terminaisons 
marquées. Dans la zone interne de l'éminence médiane, la réaction est 
pratiquement inexistante. 
Grossissement: X 120. 





2-2. Noyau paraventriculaire: 

Un marquage est observé dans des neurones magnocellulaires mais 
surtout parvocellulaires (Fig.26A). Les réactions sont cependant à 
dilution comparable de l'anticorps souvent moins intenses que celles 
détectées dans l'aire préoptique et le noyau arqué. 

2-3. Noyau arqué: 

Un grand nombre de cellules est observé dans le noyau arqué. Ces cellules 
sont généralement de taille moyenne et sont surtout détectées dans la 
partie ventrolatérale (Fig.26B). 

Des fibres et varicosités sont également présentes en grand nombre. 

2-4. Eminence médiane: 

L'éminence médiane est caractérisée par la présence d'une très grande 
densité de terminaisons nerveuses périvasculaires marquées dans la zone 
externe de l'éminence médiane (Fig.26B ). Par contre peu de marquage est 
visible dans la zone interne. 

La localisation générale rappelle celle des terminaisons nerveuses à GRF 
chez le Cobaye (Tramu et coll., 1983). 

2-5._ Comparaison de la distribution du GnRH et de la galanine 
dans l'aire préoptique et dans l'éminence médiane: 

L'utilisation d'anticorps fabriqués dans des espèces différentes a permis le 
double marquage par l'anti-galanine et l'anti-GnRH sur les mêmes coupes 
(cf. Matériels et Méthodes). 
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Fig.27: 

Double marquage sur une même coupe avec un anti-galanine fabriqué 
chez le Lapin et un anti-GnRH fabriqué chez le Cobaye dans l'éminence 
médiane de Cobaye. 

La distribution des deux neuropeptides apparaît superposable. 

Grossissement: X 120. 





Fig.28: 

Double marquage sur une même coupe avec un anti-galanine fabriqué 
chez le Lapin et un anti-GnRH fabriqué chez le Cobaye dans l'éminence 
médiane de Cobaye. 

A cette échelle, il n'a pas été possible de mettre en évidence une 
coexistence des deux neuropeptides dans une même terminaison nerveuse. 

Grossissement: X 500. 





L'observation a été effectuée chez des mâles, et chez des femelles dans 
l'après-midi du proestrus. 

Aucun double marquage n'a pu être vu dans l'aire préoptique (Figs 25B, 
B'). Par contre, l'existence d'afférences galaninergiques aux cellules à 
GnRH est évidente (Figs 25C, C'). 

Dans l'éminence médiane, on n'observe pas non plus de coexistence des 
réactions immunocytochimiques. Ceci est nettement visible sur des fibres 
isolées (Figs 27 et 28). 

2-6. Comparaison de la distribution du GRF et de la galanine 
dans le noyau arqué: 

Les deux anticorps provenant d'une même espèce (le Lapin), des doubles 
marquages sur des mêmes coupes n'ont pas pu être effectuées. 
De même, la technique d'élution (Tramu et coll., 1983) n'est pas utilisable 
car quel que soit l'ordre des réactions, le deuxième marquage n'a jamais 
été positif. 

Par conséquent, seule une comparaison sur des coupes adjacentes 
d'environ 2 )lm traitées avec des anticorps différents a pu être réalisée. 

Il apparaît en superposant les négatifs que, sans aucun doute, on puisse 
retrouver des cellules dans le noyau arqué contenant à la fois de la 
galanine et du GRF (Fig.29). 

Dans l'éminence médiane, une telle comparaison sur coupes sériées est 
absolument impossible compte tenu de la taille des terminaisons nerveuses 
et de l'épaisseur des coupes. 
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Fig.29: 

Marquage sur coupes adjacentes avec un anti-GRF (A) et un anti-galanine 
(B) fabriqués chez le Lapin dans le noyau arqué. 

Du fait de l'épaisseur, des coupes il est difficile de faire la 
correspondance, mais dans certains cas (flèches), on peut constater que 
certaines cellules contiennent et le GRF et la galanine. 

Grossissement: X 400. 





En conclusion, des structures à galanine sont présentes dans 
l'hypothalamus de Cobaye essentiellement dans les noyaux 
médians et latéraux de 1 'aire préoptique, les noyaux 
parvocellulaires paraventriculaires et le noyau arqué. 
De nombreuses fibres et varicosités à galanine sont présentes 
dans l'aire préoptique et le noyau arqué. La zone externe de 
l'éminence médiane présente une accumulation importante de 
terminaisons nerveuses périvasculaires à galanine. 

L'existence d'afférences galaninergiques aux cellules à GnRH 
est mise en évidence dans l'aire préoptique. Une colocalisation 
de la galanine et du GRF est démontrée dans le noyau arqué. 
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3 - Localisation ultrastructurale des récepteurs de 
la ~:alanine dans l'éminence médiane: 

Etude chez le Cobaye et le Rat. 

La localisation ultrastructurale des récepteurs de la galanine est étudiée à 
l'échelle de la microscopie électronique dans l'éminence médiane de 
Cobaye et de Rat. 
L'adaptation des techniques de macroradioautographie à la 
radioautographie haute résolution permet de localiser précisément les 
récepteurs de haute affinité de la 125 I-galanine sensibles aux 
guanylnucléotides dans l'éminence médiane de ces deux espèces. 
Les récepteurs sont visualisés in vitro par incubation de coupes épaisses 
(80 J..Lm) de cerveaux légèrement préfixés, contenant l'éminence médiane, 
avec la 125I-galanine 0,2 nM. La liaison non-spécifique est déterminée 
par addition de galanine froide 100 nM dans le milieu d'incubation. 
L'étude est menée simultanément en absence et en présence de Mg2+JGTP 
pour déterminer les effets du guanylnucléotide sur la liaison ligand­
récepteur. 
Dans tous les cas, la liaison non-spécifique n'est pas suffisamment 
significative pour interférer avec l'observation de la liaison spécifique 
(Figs 30,33). 

Les résultats sont successivement présentés chez le Cobaye: localisation 
des récepteurs en absence et en présence de Mg2+JGTP, puis de la même 
façon chez le Rat. 

3-1. Localisation des sites de liaison de la 1251-galanine dans 
l'éminence médiane de Cobaye: 

Cette étude menée à l'échelle ultrastructurale nécessite non seulement 
l'observation de coupes ultrafines en microscopie électronique, mais 
également celle de coupes semifines en microscopie optique permettant 
d'évaluer le temps d'exposition des ultrafines et la liaison spécifique du 
radio ligand. 
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3-1.1. en absence de Mg2+/GTP: 

a) à l'échelle de la microscopie optiQue: 

Sur coupes semifines faites au vibratome incubées en présence de 1251-
galanine seule (liaison totale), on observe une densité modérée de sites 
dans l'ensemble de l'éminence médiane. La densité de grains visualisée 
présente une hétérogénéité relative (Fig.30A). 
Les variations de densité de sites ne peuvent pas être associées à des 
compartiments histologiques donnés puisque l'éminence médiane contient 
essentiellement des terminaisons nerveuses, des fibres et des processus 
épendymaires non discriminables à ce niveau de résolution. Cependant, la 
distribution de groupements de grains suggère que le marquage pourrait 
être localisé au niveau de terminaisons nerveuses et de prolongements 
épendymaires. 

De légères variations sont observées entre les animaux expérimentés 
(n= 6) mais les résultats globaux obtenus sont comparables. 

Sur coupes semifines de tissus incubées en présence de galanine froide 
(liaison non-spécifique), les grains d'argent sont plus rares et 
complètement dispersés dans le tissu (Fig.30B). On n'observe pas de 
concentration de grains comme sur les coupes incubées en présence de 
1251-galanine seule. De plus, la distribution de grains semble relativement 
homogène dans ce cas. 

Les grains comptés sur les microphotographies de semifines permettent 
de calculer le pourcentage de liaison spécifique en déduisant la liaison 
non-spécifique de la liaison totale. 
Le nombre de grains d'argent détectés (par mm2) sur les coupes incubées 
en présence de galanine froide représente 28% de ceux comptés sur 
coupes incubées avec la 1251-galanine seule. La liaison spécifique 
correspond par conséquent à 72% de la liaison totale. 
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Fig.30: 

Coupes semifines (2 J..Lm) d'éminence médiane de Cobaye. 

Les coupes sont obtenues à partir de tranches de cerveau incubées avec la 
125J-galanine 0,2 nM en présence (GTP+) et en absence (GTP-) de 
Mg2+jGTP. 

La liaison totale (T) est détectée en présence de 1251-galanine seule. Le 
marquage non-spécifique (NS), déterminé par addition de galanine froide 
I0-7 Mau milieu d'incubation, empêche la liaison de la 1251-galanine. 

L'addition de Mg2+jGTP augmente la liaison totale et diminue la liaison 
non-spécifique. On détecte par conséquent un marquage spécifique plus 
important sous cette condition. 

On note l'impossibilité de discrimer les compartiments cellulaires à ce 
niveau d'observation. 

Grossissement: X 1500. 



(Coba~e Total • • ~~ ''" 
, 

J •• •• 
• • .. 

, .. 
' 

'""· •• # 

' 
.. \.' 

• 
'· ... 

• 
' ' ... 

A 

: 
<, . 

• • . 
• • . , ... . . 
' ,. 

• 

• • 
• 

.. , 

' • • ,,. ~ 

' '\ .• 
• IJ .. f•) . ~ 

~ • •' . ~ ,..., • .. 
, :-.. • 

• . ~ 
• 

't . .. •• l' 
~ • 

f. . Jtt-. • . ). • • .. { f t' • •• ~ 
• 

•' 1 1 • 
• 1 

t . . ' 
• r" • 

·"" . " , . .. • 1· .-
•• • •• • • • • ·.a•4 
~ l , 

.,, 
·, . .. · .. , 

• 
• 

• • 

••• 
.. 

• • 

• .. , .. . . , 
1 

• • • 

• ., 
t 

• 

,. 

.. ••• ;-.- , .. ~ .. . , .. 
•• 

• 

•• 0 • 

• 

• • • 

i 

• 
•' 

••• .. 

~ 

. 
• 

• 

. • 

. ' -
• il\' .. 
. . -. ~ ... . .. 

' 

\ . 
G"fP+ 

• 
· +Gar t" 1 .. 

• . . • ,. . 
' .. • . 

• ., ., . 
• , 

• · . • . • • ·c 1-1 . , 
• . • • • 

• 
• . 

• 
• · . 



b) à l'échelle de la microscopie électronique: 

*liaison totale: 

Sur coupes incubées avec la 125!-galanine seule, des grains d'argent sont 
observables dans toutes les couches de l'éminence médiane, mais la zone 
externe de l'éminence médiane présente des densités de sites plus élevées. 
L'analyse est donc réalisée dans la zone externe de l'éminence médiane 
qui contient essentiellement des terminaisons nerveuses périportales et des 
éléments gliaux correspondant principalement à des prolongements 
tanycytaires. L'observation est faite à un grandissement de 12000 X. 
Cependant, même dans cette région, à cette échelle, les grains sont 
dispersés et dans la plupart des cas il est difficile d'observer plusieurs 
structures marquées dans le même champ. 

Les grains d'argent apparaissent soit exclusivement localisés à l'intérieur 
d'une structure (grains exclusifs), soit localisés sur des appositions de 
membranes appartenant à des structures différentes (grains partagés). Les 
grains exclusifs sont visibles dans des terminaisons nerveuses ou dans des 
tanycytes. Les grains partagés sont présents sur des appositions de 
membranes entre terminaisons nerveuses ou entre terminaison nerveuse et 
tanycyte. Dans certains cas, des grains d'argent peuvent recouvrir trois ou 
quatre structures. Quelques grains apparaissent dans l'endothélium fenêtré 
des capillaires et à l'intérieur de fibres nerveuses, ou localisés sur des 
appositions de membranes incluant ces structures. 

L'observation du marquage permet d'analyser la localisation précise de 
1774 grains réels. Parmi ces grains, 1305 constituent des grains partagés 
alors que 469 sont des grains exclusifs. Ce qui correspond à un 
pourcentage de 73,6% de grains partagés et de 26,4% de grains exclusifs 
(Tableau 5). 

Lorsque l'on analyse la répartition de grains hypothétiques (travail 
effectué avec 2412 grains hypothétiques sur les mêmes photographies, 
Tableau 5), on obtient 950 grains partagés soit 39,4% contre 1462 grains 
exclusifs soit 60,6%. 
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Hypothéùques Réels (T)* Réels (NS)** Réels/H ypothéùques 

(H)- (%) (%) (%) T/H NSIH 

Grains partagés 39,4 73,6 42,9 1,87 1,09 

TN-TN 22,2 38,5 22,9 1,73 1,03 

TN-tanycytes 11,8 28,8 14,1 2,44 1,19 

Autres structures 5,4 6,3 5,9 1,17 1,09 

Grains exclusifs 60,6 26,4 57,1 0,44 0,94 

TN 40,9 13,6 37,1 0,33 0,91 

Tanycytes 15,8 9,6 16,3 0,61 1,03 

Autres structures 3,9 3,2 3,7 0,82 0,95 

Partagés/Exclusifs 0,65 2,79 0,75 

Nb de grains comptés 2412 1774 633 

Tableau 5: Distribution comparative de grains d'argent hypothétiques (H), réels 

totaux (T) et réels non-spécifiques (NS) dans la zone externe de l'éminence médiane de 

Cobaye en absence de Mg2+JGTP. 

*: significativement différent de la répartition de grains hypothétiques à P< 0,0001 

(X2=57 ,39). 

**: significativement différent de la répartition de grains réels totaux à P< 0,0001 

(X2=59,21). 

Hypothétiques Spécifiques* Spécifiques/Hypothétiques 

(%) (%) 

Grains partagés 39,4 85,6 2,17 

TN-TN 22,2 44,6 2,01 

TN -tanycytes 11,8 34,6 2,93 

Autres structures 5,4 6,4 1,19 

Grains exclusifs 60,6 14,4 0,24 

TN 40,9 4,4 0,11 

Tanycytes 15,8 6,9 0,44 

Autres structures 3,9 3,1 0,79 

Partagés/Exclusifs 0,65 5,94 

Tableau 6: Distribution comparative de grains hypothétiques (H) et spécifiques (S) 

dans la zone externe de l'éminence médiane de Cobaye en absence de Mg2+JGTP. 

*: statistiquement différent de la distribution de grains hypothétiques à P< 0,0001 
(X2= 1 04,59). 
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La distribution aléatoire des grains hypothétiques est significativement 
différente de celle des grains réels totaux. Ceci est mis en évidence par les 
rapports du pourcentage de grains réels totaux/hypothétiques, définissant 
l'enrichissement relatif, qui sont différents de 1 pour les catégories de 
grains analysées: 1,87 pour les grains partagés et 0,44 pour les grains 
exclusifs. 

Une analyse plus précise de chaque catégorie de grains est réalisée. 

Parmi les grains réels totaux partagés 38,5% sont localisés sur des 
appositions entre terminaisons nerveuses (TN), 28,8% entre terminaison 
nerveuse et tanycyte, et 6,3% sur des appositions de membranes 
impliquant des capillaires fenêtrés et des fibres nerveuses. 
L'étude de la répartition des grains hypothétiques montre que 22,2% des 
grains partagés sont localisés sur des appositions entre terminaisons 
nerveuses, 11,8% entre terminaison nerveuse et tanycyte, et 5,4% entre 
terminaison nerveuse/ou tanycyte et capillaire/ou fibre nerveuse. Il existe 
donc un enrichissement en grains réels partagés observé pour les trois 
grands types d'appositions (TN-TN, TN-tanycyte et autres structures). 
L'enrichissement est caractérisé par les rapports réels/hypothétiques qui 
sont de 1,73 pour les grains partagés entre terminaisons nerveuses, 2,44 
pour les grains partagés entre terminaison nerveuse et tanycyte, et 1,17 
pour les appositions de membranes incluant les autres structures. 

Parmi les grains réels totaux exclusifs 13,6% sont localisés dans des 
terminaisons nerveuses, 9,6% dans des tanycytes, et 3,2% dans les autres 
structures. La répartition de grains hypothétiques montre que 40,9% des 
grains sont localisés dans des terminaisons nerveuses, 15,8% dans des 
tanycytes, et 3,9% dans les autres structures (Tableau 5). 
Inversement aux grains partagés, il apparaît un appauvrissement net en 
grains exclusifs réels par rapport aux grains exclusifs hypothétiques. Les 
rapports réels/hypothétiques étant respectivement de 0,33 pour les 
terminaisons nerveuses, 0,61 pour les tanycytes et 0,82 pour les autres 
structures. 
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*liaison non-spécifique: 

L'observation du marquage, obtenu sur coupes incubées avec la 125I­
galanine saturée par de la galanine froide, permet d'étudier la localisation 
précise de 633 grains réels correspondant à une liaison non-spécifique. 
Dans ce cas, les grains d'argent sont détectés principalement à l'intérieur 
d'une structure: 57,1% de grains exclusifs contre 42,9% de grains 
partagés (Tableau 5). L'enrichissement relatif est alors de 0,94 pour les 
grains exclusifs et de 1 ,09 pour les grains partagés, soit relativement 
proche de 1. La distribution des grains réels non:..spécifiques est donc 
assez proche de celle de la répartition aléatoire des grains hypothétiques 
(Tableau 5). 

L'analyse précise de chaque catégorie de grains montre que: 
- parmi les grains réels exclusifs: 37,1% des grains sont localisés à 
l'intérieur des terminaisons nerveuses, 16,3% dans les tanycytes, et 3,7% 
dans les autres structures (Tableau 5) ; 
- parmi les grains réels partagés: 22,9% correspondent à des grains 
localisés sur des appositions entre terminaisons nerveuses, 14,1% entre 
terminaison nerveuse et tanycyte, 5,9% d'appositions avec les autres 
structures. 

Cette étude montre que la distribution des grains non-spécifiques est 
significativement différente de celle des grains totaux (P< 0,0001) et 
qu'elle est assez voisine de celle de la répartition des grains hypothétiques 
(Tableau 5). 

*liaison spécifique: 

La distribution spécifique (Tableau 6) de sites -de liaison de la 125 I­
galanine est obtenue en soustrayant des grains comptés sur les coupes 
incubées avec la 125I-galanine seule la liaison non-spécifique (cf. 
Matériels et Méthodes). On constate que la distribution des grains 
spécifiques évolue dans le même sens que celle des grains réels totaux, la 
répartition des grains non-spécifiques modifiant peu celle des grains 
totaux (Tableaux 5 et 6). 
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Fig.31: 

Observation à l'échelle ultrastructurale dans la zone externe de l'éminence 
médiane de Cobaye. Détection de la liaison de la 125I-galanine en absence 
de Mg2+JGTP. 

Deux tortillons sont observés sur des appositions membranaires: (A) entre 
terminaisons nerveuses, (B) entre terminaison nerveuse et tanycyte 
(TAN.). 

Grossissement: X 25000. 
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Les grains spécifiques sont répartis en deux catégories: 85,6% de grains 
partagés contre 14,4% de grains exclusifs, soit 5,94 fois plus de grains 
partagés que de grains exclusifs. Cette répartition est significativement 
différente de la répartition de grains hypothétiques, P< 0,0001 (Tableau 
6). Les rapports spécifiques/hypothétiques mettent en évidence un 
enrichissement en grains partagés (S/H = 2,17) et un appauvrissement en 
grains exclusifs (S/H = 0,24 ). 

Au vu de ces résultats (Tableau 6), on peut donc conclure que les grains 
d'argent permettant de visualiser les sites de liaison spécifiques de la 
125I-galanine sont essentiellement localisés sur des appositions 
membranaires (85,6% ). Trois types d'appositions sont observés: entre 
terminaisons nerveuses ( 44,6% ), entre terminaison nerveuse et tanycyte 
(34,6%) ou sur des appositions de membranes impliquant des capillaires 
fenêtrés et des fibres nerveuses (6,4% ). 
Le reste des grains est localisé à l'intérieur de plusieurs structures: 
terminaisons nerveuses ( 4,4% ), tanycytes (6,9% ), cellules endothéliales et 
fibres nerveuses (3,1 %). 

3-1.2. en présence de Mg2+/GTP: 

a) à l'échelle de la microscopie optique: 

Sur coupes semifines incubées en présence de 125I-galanine seule (liaison 
totale), on observe une densité de grains relativement hétérogène et plus 
élevée qu'en absence de Mg2+JGTP (Fig.30C). 
Si les structures de l'éminence médiane ne peuvent pas être discriminées à 
ce niveau, l'observation des groupements de grains permet néanmoins de 
penser que les sites de liaison pourraient être localisés au niveau de 
terminaisons nerveuses et de processus épendymaires. 

Les résultats obtenus entre les animaux expérimentés sont comparables 
(n= 6). 
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Sur coupes semifines incubées en présence de galanine froide (liaison 
non-spécifique), les grains d'argent sont peu nombreux et disséminés dans 
le tissu (Fig.30D). Le marquage observé est très homogène, et ne présente 
plus de concentrations comme sur les coupes incubées en présence de 
125I-galanine seule. 

Le nombre de grains d'argent détectés (par mm2) sur les coupes incubées 
en présence de galanine froide représente approximativement 11 ,5% de 
ceux comptés sur les coupes incubées avec la 125I-galanine seule. La 
liaison spécifique représente alors 88,5% de la liaison totale. 

b) à l'échelle de la microscopie électronique: 

*liaison totale: 

Sur coupes incubées en présence de 125I-galanine seule, les grains 
d'argent sont observés plus particulièrement dans la zone externe. Comme 
précédemment, l'analyse est réalisée à un grandissement de 12000X. 

L'étude du marquage a permis d'analyser la localisation précise de 1858 
grains réels (Tableau 7). 
Les grains réels totaux sont répartis en deux catégories distinctes: 76,4% 
de grains réels partagés, pour 23,6% de grains réels exclusifs. 
La distribution de grains aléatoires, correspondant à 39,4% de grains 
hypothétiques partagés pour 60,6% de grains hypothétiques exclusifs, est 
significativement différente de celle des grains réels. L'enrichissement 
relatif des grains partagés et exclusifs est respectivement de 1,94 et 0,39. 

Les grains réels partagés totaux sont localisés pour 49,2% sur des 
appositions entre terminaisons nerveuses, 22,2% entre terminaison 
nerveuse et tanycyte, 5,0% avec d'autres structures (capillaires, fibres 
nerveuses). 
La distribution de grains réels totaux est significativement différente de 
celle des grains hypothétiques (P< 0,0001). L'enrichissement relatif est de 
2,22 pour les appositions entre terminaisons nerveuses, 1,88 entre 
terminaison nerveuse et tanycyte, 0,93 pour les autres appositions. On 
observe donc un enrichissement en grains réels dans les deux premiers cas 
(TN-TN et TN -tanycyte) et un appauvrissement dans le dernier cas 
(autres structures). 
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Hypothétiques Réels (T)* Réels (NS)** Réels/Hypothétiques 

(H)- (%) (%) (%) T/H NS/H 

Grains partagés 39,4 76,4 42,8 1,94 1,09 

TN-TN 22,2 49,2 23,3 2,22 1,05 

TN-tan ycytes 11,8 22,2 13,9 1,88 1' 18 

Autres structures 5,4 5,0 5,6 0,93 1,04 

Grains exclusifs 60,6 23,6 57,2 0,39 0,94 

TN 40,9 16,2 40,0 0,40 0,98 

Tanycytes 15,8 4,9 13,9 0,31 0,88 

Autres structures 3,9 2,5 3,3 0,64 0,85 

Partagés/Exclusifs 0,65 3,24 0,75 

Nb de grains comptés 2412 1858 680 

Tableau 7: Distribution comparative de grains d'argent hypothétiques (H), réels 

totaux (T) et réels non-spécifiques (NS) dans la zone externe de l'éminence médiane de 

Cobaye en présence de Mg2+JGTP. 

*: significativement différent de la répartition de grains hypothétiques à P< 0,0001 

(X2=64,97). 

**: significativement différent de la répartition de grains réels totaux à P< 0,0001 

(X2=68,56). 

Hypothétiques Spécifiques* Spécifiques/Hypothétiques 

(%) (%) 

Grains partagés 39,4 80,8 2,05 

TN-TN 22,2 52,5 2,36 

TN -tan ycytes 11,8 23,3 1,97 

Autres structures 5,4 5,0 0,93 

Grains exclusifs 60,6 19,2 0,32 

TN 40,9 13,1 0,32 

Tanycytes 15,8 3,7 0,23 

Autres structures 3,9 2,4 0,62 

. Partagés/Exclusifs 0,65 4,21 

Tableau 8: Distribution comparative de grains hypothétiques (H) et spécifiques (S) 

dans la zone externe de l'éminence médiane de Cobaye en présence de Mg2+JGTP. 

*: statistiquement différent de la distribution de grains hypothétiques à P< 0,0001 
(X2=81,33). 
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Parmi les grains réels exclusifs totaux: 16,2% sont localisés dans des 
terminaisons nerveuses, 4,9% dans des tanycytes, et 2,5% dans les autres 
structures. 
Il apparaît un appauvrissement net en grains réels exclusifs par rapport 
aux grains hypothétiques. Les rapports réels totaux/hypothétiques sont de 
0,40 pour les terminaisons nerveuses, 0,31 pour les tanycytes et 0,64 pour 
les autres structures. 

La distribution de grains réels totaux est significativement différente de 
celle des grains réels non-spécifiques, P< 0,0001 (Tableau 7). 

*liaison non-spécifique: 

L'analyse du marquage permet d'étudier la distribution de 680 grains 
réels correspondant à une liaison non-spécifique (Tableau 7). 
Les grains d'argent sont détectés principalement à l'intérieur d'une 
structure: 57,2% de grains exclusifs pour 42,8% de grains partagés. Les 
rapports réels non-spécifiques/hypothétiques correspondent à un 
appauvrissement en grains exclusifs (0,94 ), et à un enrichissement de 
grains partagés (1 ,09). 

Parmi les grains réels exclusifs non-spécifiques, 40,0% sont localisés dans 
des terminaisons nerveuses, 13,9% dans des tanycytes et 3,3% dans les 
autres structures. Les rapports réels non-spécifiques/hypothétiques sont 
respectivement de 0,98 pour les terminaisons nerveuses, 0,88 pour les 
tanycytes et 0,85 pour les autres structures. 

Les grains réels partagés non-spécifiques sont localisés sur des appositions 
de membranes: 23,3% entre terminaisons nerveuses, 13,9% entre 
terminaison nerveuse et tanycyte, 5,6% avec les autres structures. 

On constate que les pourcentages de distribution de grains réels non­
spécifiques se rapprochent de ceux de la distribution aléatoire, les 
rapports réels non-spécifiques/hypothétiques étant relativement proche de 
1. 
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La distribution de grains réels non-spécifiques est donc significativement 
différente de celle des grains réels totaux (P< 0,0001) et n'empêche pas la 
détermination de la liaison spécifique. 

*liaison spécifique: 

La distribution des grains spécifiques, déterminée à partir de celle des 
grains réels totaux et non-spécifiques, est significativement différente de 
la distribution des grains hypothétiques, P< 0,0001 (Tableau 8). On 
observe que les pourcentages de grains réels totaux et spécifiques évoluent 
dans le même sens, la liaison non-spécifique étant moindre (Tableaux 7 et 
8). 

Les grains spécifiques sont répartis en deux catégories: 80,8% de grains 
partagés et 19,2% de grains exclusifs, équivalent à 4,21 fois plus de 
grains partagés que de grains exclusifs. La comparaison avec la 
distribution de grains hypothétiques est significativement différente, P< 
0,0001. Les rapports spécifiques/hypothétiques font apparaître un 
enrichissement en grains partagés (S/H = 2,05) et un appauvrissement en 
grains exclusifs (S/H = 0,32). 

Les grains partagés correspondent pour 52,5% à des grains localisés sur 
des appositions entre terminaisons nerveuses, 23,3% entre terminaison 
nerveuse et tanycyte et 5,0% pour les autres appositions. La comparaison 
avec la distribution de grains hypothétiques met en évidence un 
enrichissement en grains réels par rapport aux grains partagés pour les 
appositions entre terminaisons nerveuses (S/H = 2,36), entre terminaison 
et tanycyte (S/H = 1 ,97) et un appauvrissement en grains pour ce qui 
concerne les autres appositions (S/H = 0,93). 

Les grains exclusifs sont localisés pour 13,1% dans les terminaisons 
nerveuses, 3,7% dans des tanycytes et 2,4% dans les autres structures. Il 
existe un appauvrissement net en grains exclusifs comparés aux grains 
hypothétiques. Les rapports réels/hypothétiques sont de 0,32 pour les 
grains localisés dans les terminaisons nerveuses, 0,23 dans les tanycytes et 
0,62 dans les autres structures. 

136 



Fig.32: 

Observation à l'échelle ultrastructurale dans la zone externe de l'éminence 
médiane de Cobaye. Détection de la liaison de la 125I-galanine en 
présence de Mg2+;GTP. 

· Sous cette condition, les grains sont plus nombreux et il est possible de 
visualiser plusieurs tortillons dans le même champ. Des tortillons sont 
observés sur des appositions membranaires (A,B,C,D) et à l'intérieur 
d'une terminaison nerveuse (D). 

Grossissement: X 25000. 





L'analyse des résultats (Tableau 8) indique que les sites de liaison 
spécifiques de la 125I-galanine en présence de Mg2+;GTP sont donc 
principalement localisés au niveau d'appositions membranaires (80,8% ). 
Trois types d'appositions sont observées: entre terminaisons nerveuses 
(52,5% ), entre terminaison nerveuse et tanycyte (23,3%) ou sur des 
appositions impliquant des capillaires fenêtrés et des fibres nerveuses 
(5,0%). 
Le reste des grains est localisé à l'intérieur de terminaisons nerveuses 
(13,1 %), de tanycytes (3,7%), de cellules endothéliales et de fibres 
nerveuses (2,4% ). 

3-1.3. Comparaison de la distribution de grains spécifiques en 
absence et en présence de Mg2+/GTP: 

L'analyse de la distribution de grains spécifiques, dans la zone externe de 
l'éminence médiane de Cobaye (Tableaux 6 et 8), met en évidence que 
l'apport de Mg2+jGTP au milieu expérimental conduit à: 
- une augmentation du pourcentage de grains spécifiques partagés entre 
terminaisons nerveuses (52,5% dans cette condition contre 44,6% en 
absence de Mg2+;GTP) ; 
- et une augmentation du pourcentage de grains spécifiques exclusifs 
localisés à l'intérieur de terminaisons nerveuses (13,1% contre 4,4% sans 
Mg2+fGTP). 
Inversement, on observe une diminution du pourcentage de grains 
spécifiques partagés et exclusifs dans les autres cas. 

En conclusion, des sites de liaison de la 1251-galanine ont été 
détectés dans la zone externe de l'éminence médiane de 
Cobaye, principalement localisés au niveau d'appositions 
membranaires ( > 80% ). Il apparaît que l'apport de Mg2+/GTP 
au milieu expérimental favorise la localisation de ces sites au 
niveau des terminaisons nerveuses (grains partagés et 
exclusifs). 
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3-2. Localisation des sites de liaison de la 1251-galanine dans 
l'éminence médiane de Rat: 

L'étude a été menée dans les mêmes conditions d'étude et d'analyse que 
celles utilisées pour le Cobaye. 

3-2.1. en absence de Mg2+/GTP: 

a) à l'échelle de la microscopie optique: 

Sur coupes semifines réalisées au vibratome incubées en présence de 
1251-galanine seule (liaison totale), un marquage de densité modérée, plus 
élevée dans la zone externe, est enregistré dans l'ensemble de l'éminence 
médiane. La densité de grains observée présente une hétérogénéité 
relative (Fig.33A). 
Les sites marqués ne sont pas discriminables à ce niveau de résolution. On 
peut néanmoins penser qu'ils pourraient être localisés au niveau de 
terminaisons nerveuses et de processus épendymaires. 

Les résultats obtenus entre les animaux sont comparables (n= 6). 

Les coupes semifines incubées en présence de galanine froide (liaison 
non-spécifique) présentent une quantité de grains plus faible disséminés 
dans le tissu (Fig.33B). Le marquage enregistré dans ce cas est beaucoup 
plus homogène que sur les coupes incubées en présence de 1251-galanine 
seule. 

Le nombre de grains d'argent comptés (en mm2) sur les coupes incubées 
en présence de galanine froide représente environ 19% de ceux comptés 
sur les coupes incubées en présence de 1251-galanine seule. Ces résultats 
permettent de déterminer un pourcentage de liaison spécifique de 81% 
par rapport à la liaison totale. 
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Fig.33: 

Coupes semifines (2 Jlm) d'éminence médiane de Rat. 

Les coupes sont obtenues à partir de tranches de cerveau incubées avec la 
125I-galanine 0,2 nM en présence (GTP+) et en absence (GTP-) de 
Mg2+fGTP. 

La liaison totale (T) est détectée en présence de 1251-galanine seule. Le 
marquage non-spécifique (NS), déterminé par addition de galanine froide 
10-7 M au milieu d'incubation, empêche la liaison de la 125 I -galanine. 

L'addition de Mg2+ /GTP augmente la liaison totale et diminue la liaison 
non-spécifique. On détecte par conséquent un marquage spécifique plus 
important sous cette condition. 

On note l'impossibilité de discrimer les compartiments cellulaires à ce 
niveau d'observation. 

Grossissement: X 1500. 
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b) à l'échelle de la microscopie électronique: 

*liaison totale: 

Sur coupes incubées en présence de 125I-galanine seule, des grains 
d'argent sont détectés dans toutes les couches de l'éminence médiane mais 
principalement dans la zone externe où l'analyse est réalisée. 

Les grains réels totaux (n = 1391) sont répartis en deux catégories: 74,8% 
de grains réels partagés contre 25,2% de grains réels exclusifs. 
La distribution de grains hypothétiques est déterminée par l'analyse de la 
localisation précise de 1844 grains. Cette distribution aléatoire 
correspondant à 34,2% de grains hypothétiques partagés contre 65,8% de 
grains hypothétiques exclusifs, est significativement différente de celle des 
grains réels totaux, P< 0,0001 (Tableau 9). 

Les grains réels partagés totaux sont localisés pour 33,6% au mveau 
d'appositions entre terminaisons nerveuses, 32,7% entre terminaison 
nerveuse et tanycyte, et 4,0% avec d'autres structures (capillaires, fibres 
nerveuses). Le rapport de grains réels totaux/hypothétiques montre qu'il 
apparaît un enrichissement en grains réels pour toutes ces appositions 
(T/H # 2). 

Parmi les grains réels exclusifs totaux 16,8% sont localisés dans des 
terminaisons nerveuses, 5,6% dans des tanycytes et 2,8% dans les autres 
structures. 
Il apparaît un appauvrissement net en grains réels exclusifs par rapport 
aux grains hypothétiques (T /H < 0,8). 

La distribution des grains réels totaux est significativement différente de 
celle des grains réels non-spécifiques, P< 0,0001 (Tableau 9). 

*liaison non-spécifique: 

Les grains réels non-spécifiques (n = 693) sont essentiellement des grains 
exclusifs: 63,3% contre 36,7% de grains partagés. Les rapports réels non­
spécifiques/hypothétiques sont relativement proches de 1, ce qui permet 
d'affirmer que la distribution de grains non-spécifiques est comparable à 
la distribution de grains aléatoires (Tableau 9). 
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Hypothétiques Réels (T)* Réels (NS)** Réels/Hypothétiques 

(H)- (%) (%) (%) T/H NS/H 

Grains partagés 34,2 74,8 36,7 2,19 1,07 

TN-TN 19,1 33,6 21,4 1,76 1' 12 

TN-tanycytes 11' 1 32,7 12,2 2,94 1,09 

Autres structures 4,0 8,4 3,1 2,10 0,78 

Grains exclusifs 65,8 25,2 63,3 0,38 0,96 

TN 49,8 16,8 44,9 0,34 0,90 

Tanycytes 12,4 5,6 16,8 0,45 1,35 

Autres structures 3,6 2,8 1,6 0,77 0,44 

Partagés/Exclusifs 0,52 2,97 0,58 

Nb de grains comptés 1844 1391 693 

Tableau 9: Distribution comparative de grains d'argent hypothétiques (H), réels 

totaux (T) et réels non-spécifiques (NS) dans la zone externe de l'éminence médiane de 

Rat en absence de Mg2+jGTP. 

*: significativement différent de la répartition de grains hypothétiques à P< 0,0001 

(X2=83,66). 

**: significativement différent de la répartition de grains réels totaux à P< 0,0001 

(X2=90,54). 

Hypothétiques Spécifiques* Spécifiques/Hypothétiques 

(%) (%) 

Grains partagés 34,2 83,7 2,45 

TN-TN 19,1 36,4 1,91 

TN-tanycytes 11' 1 37,5 3,38 

Autres structures 4,0 9,6 2,40 

Grains exclusifs 65,8 16,3 0,25 

TN 49,8 10,2 0,20 

Tanycytes 12,4 3,0 0,24 

Autres structures 3,6 3,1 0,86 

Partagés/Exclusifs 0,52 5,13 

Tableau 10: Distribution comparative de grains hypothétiques (H) et spécifiques (S) 

dans la zone externe de l'éminence médiane de Rat en absence de Mg2+jGTP. 

*: statistiquement différent de la distribution de grains hypothétiques à P< 0,0001 
(X2=124,98). 
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*liaison spécifique: 

La distribution de grains spécifiques déterminée à partir de celle des 
grains réels totaux et non-spécifiques est significativement différente de 
celle des grains hypothétiques, P< 0,0001 (Tableau 10). 

Les grains spécifiques sont répartis en deux catégories: 83,7% de grains 
partagés pour 16,3% de grains exclusifs, soit 5,13 fois plus de grains 
partagés que de grains exclusifs. Les rapports spécifiques/hypothétiques 
font apparaître un enrichissement en grains partagés (S!H = 2,45) et un 
appauvrissement en grains exclusifs (S!H = 0,25). 

Les grains partagés correspondent pour 36,4% à des appositions entre 
terminaisons nerveuses, 37,5% entre terminaison et tanycyte et 9,6% avec 
d'autres structures. Par comparaison avec la distribution de grains 
hypothétiques, il apparaît un enrichissement en grains spécifiques partagés 
pour ces trois types d'appositions. Les rapports spécifiques/hypothétiques 
correspondent à 1,91 pour les appositions entre terminaisons nerveuses, 
3,38 entre terminaison nerveuse et tanycyte et 2,40 avec les autres 
structures. 

Les grains exclusifs sont localisés pour 10,2% dans des terminaisons 
nerveuses, 3,0% dans des tanycytes et 3,1% dans les autres structures. Il 
apparaît un appauvrissement net en grains spécifiques exclusifs par 
rapport aux grains hypothétiques. Les rapports spécifiques/hypothétiques 
sont de 0,20 pour les grains localisés dans des terminaisons nerveuses, 
0,24 dans les tanycytes et 0,86 dans les autres structures. 

L'analyse des résultats montre donc que les sites de liaison spécifique de 
la 1251-galanine sont localisés principalement au niveau d'appositions 
membranaires (83,7% ), essentiellement au niveau de deux types 
d'appositions: entre terminaisons nerveuses (36,4%) et entre terminaison 
nerveuse et tanycyte (37,5%). 
Le reste des grains est localisé dans des structures ( 16,3%) principalement 
à l'intérieur de terminaisons nerveuses (10,2%). 
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3-2.2. en présence de Mg2+/GTP: 

a) à l'échelle de la microscopie optique: 

Les coupes semifines incubées en présence de 1251-galanine seule (liaison 
totale) présentent un marquage relativement hétérogène plus dense qu'en 
absence de Mg2+JGTP (Fig.33C). Les observations sont conduites de la 
même façon que précédemment dans la zone externe de l'éminence 
médiane qui présente une densité de grains plus élevée que les autres 
régions de la structure. 
Les résultats obtenus entre les animaux sont comparables (n=6). 

Les coupes semifines incubées en présence de galanine froide (liaison 
non-spécifique) révèlent l'existence de grains dispersés (Fig.33D). 

Le nombre de grains d'argent comptés (en mm2) sur les coupes incubées 
en présence de galanine froide représente approximativement 11% de la 
liaison totale. Ces résultats permettent d'estimer un pourcentage de liaison 
spécifique correspondant à 89% de la liaison totale. 

b) à l'échelle de la microscopie électronique: 

*liaison totale: 

Les coupes incubées en présence de 1251-galanine seule (liaison totale) 
sont analysées de la même façon que précédemment (Tableau 11). 

Les grains d'argent (n = 1582) apparaissent localisés en deux catégories 
de grains: 74,6% de grains totaux partagés et 25,4% de grains exclusifs. 
La distribution de grains hypothétiques, correspondant à 34,2% de grains 
partagés pour 6.5,8% de grains exclusifs, est significativement différente 
de celle des grains réels totaux, P< 0,0001 (Tableau 11). L'enrichissement 
relatif des grains partagés et exclusifs, respectivement 2,18 et 0,39, est 
différent de 1. 

Les grains réels partagés totaux sont localisés pour 41,1% au niveau 
d'appositions entre terminaisons nerveuses, 25,4% entre terminaison 
nerveuse et tanycyte, 8,1% avec d'autres structures. La comparaison avec 
la distribution de grains hypothétiques met en évidence un enrichissement 
relatif en grains réels totaux (T/H # 2). 
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Hypothétiques Réels (T)* Réels (NS)** Réels/Hypothétiques 

(H)- (%) (%) (%) T/H NS/H 

Grains partagés 34,2 74,6 36,6 2,18 1,07 

TN-TN 19,1 41,1 18,9 2,15 0,99 

TN-tanycytes 11,1 25,4 12,8 2,29 1,15 

Autres structures 4,0 8,1 4,9 2,03 1,23 

Grains exclusifs 65,8 25,4 63,4 0,39 0,96 

TN 49,8 16,1 46,1 0,32 0,93 

Tanycytes 12,4 7,9 14,3 0,63 1,15 

Autres structures 3,6 1,4 3,0 0,39 0,83 

Partagés/Exclusifs 0,52 2,94 0,58 

Nb de grains comptés 1844 1582 561 

Tableau 11: Distribution comparative de grains d'argent hypothétiques (H), réels 

totaux (T) et réels non-spécifiques (NS) dans la zone externe de l'éminence médiane de 

Rat en présence de Mg2+JGTP. 

*: significativement différent de la répartition de grains hypothétiques à P< 0,0001 

(X2=73,75). 

**: significativement différent de la répartition de grains réels totaux à P< 0,0001 

(X2=82,42). 

Hypothétiques Spécifiques* Spécifiques/Hypothétiques 

(%) (%) 

Grains partagés 34,2 79,3 2,32 

TN-TN 19,1 43,8 2,29 

TN-tanycytes 11,1 27,0 2,43 

Autres structures 4,0 8,5 2,13 

Grains exclusifs 65,8 20,7 0,31 

TN 49,8 12,4 0,25 

Tanycytes 12,4 7,1 0,57 

Autres structures 3,6 1,2 0,33 

Partagés/Exclusifs 0,52 3,83 

Tableau 12: Distribution comparative de grains hypothétiques (H) et spécifiques (S) 

dans la zone externe de l'éminence médiane de Rat en présence de Mg2+JGTP. 

*: statistiquement différent de la distribution de grains hypothétiques à P< 0,0001 

(X2=91,73). 
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Parmi les grains exclusifs totaux, 16,1% sont localisés dans des 
terminaisons nerveuses, 7,9% dans des tanycytes et 1 ,4 dans les autres 
structures. A l'inverse des grains réels partagés, il apparaît un 
appauvrissement en grains réels exclusifs (T/H < 0,65). 

La distribution des grains réels totaux est significativement différente de 
celle des grains réels non-spécifiques, P< 0,0001 (Tableau 11). 

*liaison non-spécifique: 

Les grains d'argent (n = 561) détectés sur les coupes ultrafines en 
présence de galanine froide sont détectés principalement comme des 
grains exclusifs: 63,4% pour 36,6% de grains réels non-spécifiques 
(Tableau 11). Le rapport de grains réels non-spécifiques/hypothétiques est 
relativement proche de 1. La distribution de grains non-spécifiques 
coïncide donc avec la distribution de grains hypothétiques et peut être 
considérée comme une répartition aléatoire ne gênant pas la 
détermination de la distribution de grains spécifiques. 

*liaison spécifique: 

La distribution des grains spécifiques est significativement différente de 
celle des grains hypothétiques, P< 0,0001 (Tableau 12). 

Les grains partagés spécifiques sont essentiellement présents au niveau 
d'appositions membranaires: 43,8% entre terminaisons nerveuses, 27,0% 
entre terminaison nerveuse et tanycyte, 8,5% avec d'autres structures. La 
comparaison avec la distribution de grains aléatoires montre un 
enrichissement relatif en grains (S/H = 2,32). 

Le reste des grains est localisé pour 12,4% dans des terminaisons 
nerveuses, 7,1% dans des tanycytes et 1,2% dans les autres structures. On 
observe un appauvrissement en grains exclusifs spécifiques par rapport à 
la distribution hypothétique (S/H = 0,31 ). 

146 



Fig.34: 

Observation à l'échelle ultrastructurale dans la zone externe de l'éminence 
médiane de Rat. Détection de la liaison de la 125I-galanine en présence de 
Mg2+JGTP. 

Sous cette condition, les grains sont plus nombreux et il est possible de 
visualiser plusieurs tortillons dans le même champ. Des tortillons sont 
observés sur des appositions membranaires (A,B,C). 

Grossissement: X 25000. 
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L'analyse des résultats indique que les sites de liaison de la 125I-galanine, 
détectés dans la zone externe de l'éminence médiane en présence de 
Mg2+JGTP dans le milieu expérimental, sont présents essentiellement au 
niveau d'appositions membranaires (79,3% contre 20,7% de grains 
exclusifs) et plus particulièrement au niveau d'appositions entre 
terminaisons nerveuses (43,8%). 

3-3.3. Comparaison de la distribution de grains spécifiques en 
absence et en présence de Mg2+JGTP: 

La comparaison des distributions de grains spécifiques, dans la zone 
externe de l'éminence médiane de Rat (Tableaux 10 et 12), montre que 
l'apport de Mg2+JGTP au milieu expérimental induit: 
- une augmentation du pourcentage de grains spécifiques partagés entre 
terminaisons nerveuses (43,8% contre 36,4% en absence de Mg2+JGTP); 
- ainsi qu'une augmentation du pourcentage de grains spécifiques exclusifs 
localisés à l'intérieur de terminaisons nerveuses (12,4% contre 10,2%). 

En conclusion, des sites de liaison de la 1251-galanine ont été 
détectés dans la zone externe de l'éminence médiane de Rat. 
Ces sites sont localisés essentiellement au niveau d'appositions 
membranaires ( > 79% ). De la même manière que chez le 
Cobaye, il semble que l'apport de Mg2 + /GTP favorise la 
localisation de ces sites au niveau des terminaisons nerveuses 
(grains partagés et exclusifs). 
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1 - Les récepteurs de la 2alanine dans le cerveau de Cobaye; 
Distribution radioauto2raphigue des sites de liaison. 

Cette étude documente la toute première détection des récepteurs de la 
galanine dans le système nerveux central de Cobaye, domaine qui restait 
inexploré jusqu'alors. 

La caractérisation récente du récepteur de la galanine, d'un point de vue 
moléculaire et fonctionnel (Amiranoff et coll., 1992), ouvrant tout juste 
la voie au clonage du récepteur, aucun anticorps dirigé contre les 
récepteurs de la galanine n'était disponible pour la réalisation de ce 
travail. 

Seule la méthode de visualisation radioautographique restait envisageable 
pour cette étude. En outre, cette approche offre plusieurs avantages: 
- elle permet de localiser les sites de liaison au niveau régional et de 
quantifier les résultats par analyse d'image ; 
- elle permet l'étude directe du système de transduction membranaire du 
signal lié à la galanine (couplage à des protéines G). 

Le seul outil utilisé jusqu'à présent pour l'étude de ces récepteurs est la 
galanine porcine synthétique marquée à l'iode 125 ou 1251-galanine 
(Melander et coll., 1986b ; Skofitsch et coll., 1986). 
Des études menées sur lignées de cellules ~-pancréatiques de Rat ont 
démontré la conservation de l'activité biologique pour ce radioligand 
(Lagny-Pourmir et coll., 1989a). 
De plus, des travaux ont montré que la galanine porcine agit comme un 
neuropeptide inhibiteur sur les neurones cholinergiques myentériques et 
mésentériques d'intestin de Cobaye (Ekblad et coll., 1985 ; Yau et coll., 
1986 ; Fox et coll., 1988 ; Takaki et coll., 1992). 
Le terme de sites de liaison de la galanine est par conséquent étendu en 
terme de récepteurs de la galanine. 
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La galanine porcine possède deux résidus tyrosine (Tyr9 et Tyr26) qui 
peuvent être iodés en présence de chloramine T (cf. Matériels et 
Méthodes). La galanine monoiodée est utilisée spécifiquement pour 
l'étude des sites de liaison de la galanine (Amiranoff et coll., 1987 ; 
Servin et coll., 1987). La galanine iodée en position 26: 125I-Tyr26_ 
galanine est considérée comme plus réactive que la galanine iodée en 
position 9: 125I-Tyr9-galanine (Land et coll., 1991). La forme 
monoiodée en position 26, extérieure à la partie interagissant avec le 
récepteur, ne gêne pas la reconnaissance de la molécule au niveau du site 
actif du récepteur. 

Le choix de ce radioligand est rendu possible par la forte conservation 
phylogénétique des 15 premiers acides aminés N-terminaux de la 
molécule de galanine qui constitue la portion interactive avec le récepteur 
(cf. Généralités). 

Si la galanine de Cobaye n'a pas été séquencée, des études menées dans le 
tractus gastro-intestinal ont montré l'existence d'une seule forme 
moléculaire de galanine chez le Cobaye différent de celle des autres 
espèces par une hétérogénéité moléculaire non spécifiée liée à la partie C­
terminale (Bauer et coll., 1986a). 

Aux vues de ces résultats, il était donc concevable 
d'utiliser la galanine porcine monoiodée comme marqueur des 
récepteurs de la galanine dans le système nerveux central de 
Cobaye du fait de la conservation de la région N-terminale 
impliquée dans 1' interaction avec le récepteur (cf. 
Généralités). 
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2- Caractérisation des sites de liaison de la &alanine 
dans le cerveau de Cobaye 

La détection des sites de liaison de la galanine nécessite avant toute chose 
la connaissance des caractéristiques physico-chimiques du radioligand 
employé pour la mise au point d'une technique expérimentale la plus 
appropriée possible (cf. Matériels et Méthodes). 

Jusqu'ici, les récepteurs de la galanine, détectés avec la 125I-galanine 
porcine, ont été caractérisés essentiellement chez les mammifères et plus 
particulièrement chez le Rat (Servin et coll., 1987 ; Fisone et coll., 1989a 
; Kahler et coll., 1989a ; Chen et coll., 1992). 
Il s'agit d'une seule classe de sites de haute affinité (Kn de 0,2 à 2 nM) et 

de capacité voisine de celles des autres récepteurs peptidergiques du 
système nerveux central (100 fmol/mg de protéines tissulaires). 

Aucune caractérisation des récepteurs de la galanine n'a encore été 
réalisée chez le Cobaye. 

Les expériences préliminaires nécessaires à l'étude de distribution des 
sites de liaison de la galanine dans le cerveau de Cobaye ont permis de 
caractériser ces récepteurs pour plusieurs régions du système nerveux 
central choisies en fonction du degré de densité de sites exprimés (élevé, 
moyen, faible). 

Les conditions optimales de liaison de la 12 5 I-galanine ont été 
déterminées in vitro sur coupes de cerveau non fixé de Cobaye par 
macroradioautographie quantitative qui constitue une méthode de 
détection fiable pour la détermination des caractéristiques du radioligand 
au niveau régional (Skofitsch et coll., 1986). 

L'analyse des courbes de Scatchard obtenues pour l'amygdale centrale, la 
strie médullaire, la zone incerta, l'hypothalamus latéral et l'éminence 
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médiane, a permis de démontrer, comme pour les autres espèces, 
l'existence d'une seule classe de sites de liaison de la 1251-galanine (cf. 
Matériels et Méthodes). 
Les résultats discutés ici ne concernent que la partie du travail réalisé 
dans les conditions standard, en absence de Mg2+jGTP. Les autres 
résultats (travail en présence de Mg2+jGTP) seront discutés plus loin (cf. 
Régulation du récepteur de la galanine ). 
Les valeurs de Ko de liaison de la 1251-galanine déterminées sur coupes 
de cenieau de Cobaye varient entre 1,00 nM et 1,16 nM et sont 
compatibles avec celles obtenues dans le système nerveux central des 
mammifères (Melander et coll., 1986b ; Skofitsch et coll., 1986 ; Kahler 
et coll., 1989a). La capacité de ces sites de liaison (Bmax) est comprise 
entre 6,75 et 143,69 fmol/mg de protéines tissulaires, et comparable à 
celles obtenues dans le système nerveux central des autres espèces de 
mammifères déjà investiguées (Skofitsch et coll., 1986 ; Servin et coll., 
1987 ; Kahler et coll., 1989a). 

Cette étude démontre l'existence de récepteurs de la 
galanine de haute affinité et spécifiques dans le système 
nerveux central de Cobaye, dont les caractéristiques cinétiques 
et physicochimiques sont voisines de celles des autres 
récepteurs peptidergiques du système nerveux central: Ko de 
1,00 à 1,16 nM dans un modèle à une classe de sites (Tableau 
3). 

Ces données correspondent à une étape préliminaire 
permettant de déterminer les conditions optimales pour l'étude 
de la distribution des récepteurs de la galanine dans le cerveau 
de Cobaye. Elles sont cependant insuffisantes pour tester 
1' hypothèse de plusieurs classes ou iso types de récepteurs de la 
galanine. Des expériences de déplacement par des fragments ou 
des dérivés de la galanine constituent une des approches 
possibles. 
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3 - Localisation des sites de liaison de la ~:alanine 
dans le cerveau de Cobaye; 

Comparaison avec les autres espèces. 

3-1. Aspects généraux de la cartographie des récepteurs de la 
galanine établie avec la 1251-galanine: 

Ce travail confirme les qualités techniques de la 1251-galanine comme 
radioligand utilisé pour une visualisation des récepteurs de la galanine 
dans le système nerveux central de Cobaye. En plus d'un temps très court 
d'exposition pour l'obtention de radioautographies suffisamment 
contrastées, la liaison non-spécifique détectée est négligeable dans la 
plupart des régions du système nerveux central (cf. Résultats). 

En général, les informations biochimiques de liaison de la 1251-galanine 
chez le Cobaye sont similaires à celles obtenues chez les autres 
mammifères et nos mesures densitométriques sont du même ordre (cf. 
chapitre précédent). Les expérimentations ont été conduites avec la 1251-
galanine utilisée à la concentration saturante de 1 ,5 nM comme 
antérieurement chez le Rat (Melander et coll., 1986b). 

Chez le Cobaye, les quantités de sites de liaison de 1251-galanine sont 
obtenues à partir de standards réalisés à partir d'homogénats de cerveau 
qui donnent une calibration assez exacte de la quantité de liaison sur 
coupes de cerveau. La distribution de la liaison de la 1251-galanine était 
similaire chez tous les animaux expérimentés et la quantité de liaison ne 
varie pas significativement entre les cerveaux. 
La concentration mesurée est une moyenne de la liaison dans chaque 
région ou noyau. Cependant, quelques régions ou noyaux présentent des 
différences régionales en concentration de liaison (Tableau 4 ; Figs 14 à 
17). Par exemple, dans le septum médian la densité de liaison est élevée 
essentiellement dans la région postérieure où elle présente une quantité de 
liaison de 1251-galanine atteignant 28,73 fmoVmg de protéines tissulaires, 
tandis que les autres aires présentent des densités de sites moins 
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importantes (Figs 14 E,F). Par contre, au niveau de l'hippocampe, la 
distribution régionale de liaison peut être rapportée clairement aux 
différentes aires du gyrus denté (Figs 15 et 16). Ainsi un écart standard à 
la moyenne élevé peut concrètement indiquer une différence subrégionale 
de liaison de la galanine, qui peut être relative à des différences 
neuromorphologiques, neurochimiques, aussi bien que fonct~onnelles dans 
la même région ou le même noyau. 

Les expériences de radioautographie ont permis de montrer la présence 
de sites de liaison de la galanine dans le cerveau de Cobaye pour lesquels 
une distribution quantitative est établie. La liaison de la 125I-galanine est 
présente dans des régions très riches en corps cellulaires, dans des zones 
constituées essentiellement de prolongements nerveux, et également dans 
des tractus de fibres. 
Ainsi, la galanine par l'intermédiaire de récepteurs galaninergiques 
pourrait posséder des actions modulatrices sur des tractus de fibres 
neuronales et sur des corps cellulaires ou leurs prolongements. La liaison 
à des récepteurs qui sont transportés dans des fibres neuronales, de même 
qu'une localisation gliale de la liaison de la 125I-galanine, doivent 
également être considérées. 

3-2. Distribution comparative des récepteurs de la galanine dans 
le cerveau de Cobaye et des autres mammifères: 

Cette étude comparative est menée à partir des distributions établies dans 
des conditions expérimentales similaires chez le Cobaye (conditions 
standard: en absence de Mg2+JGTP, cf. Résultats), chez le Rat (Melander 
et coll., 1986b, 1988 ; Skofitsch et coll., 1986), chez le Singe (Kohler et 
coll., 1989a,b) et chez l'Homme (Kohler et coll., 1989b; Kohler et Chan­
Palay, 1990). 

Toutes les données ont été rapportées en terme de densité relative de sites 
de liaison (faible, moyenne, élevée, très élevée) pour établir une analyse 
comparative entre les régions cérébrales des différentes espèces. 
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Tableau 13: Comparaison des densités de sites de liaison de la 1251-galanine 
détectées chez le Cobaye, le Rat (Gaymann et Falke, 1990 ; Hulting et al, 1991 ; 
Melander et al, 1986b, 1988 ; Skofitsch et al, 1986), le Singe (Kohler et al, 1989a,b) et 
l'Homme (Kohler et al, 1989b; Kohler et Chan-Palay, 1990). 

Rhinencéphale 

Zones laminaires 
couche glomérulaire 
couche plexiforme externe 
couche plexiforme interne 
couche granulaire 

Bulbe olfactif accessoire 
Noyau olfactif antérieur 

médian 
dorsal 
latéral 
ventral 
postérieur 

Tubercule olfactif 
couche moléculaire 
ilôts de Calleja 

Télencéphale 

Cortex préfrontal médian 
Cortex olfactif primaire 
Cortex frontal 
Cortex frontopariétal 
Cortex périrhinal 
Cortex insulaire 
Cortex piriforme 
Cortex somatosensoriel 
Cortex cingulé 
Cortex entorhinal 
Néocortex 
Noyau septal médian 
Noyau septallatéral 

partie ventrale 
partie dorsale 
partie intermédiaire 

Noyau de la bande diagonale de Broca 
Noyau du lit de la strie terminale 
Amygdale 

subdivision médiane 
subdivision centrale 
subdivision latérale 
subdivision basale 
corticale postérieure 
aire amygdalohippocampique 

Corps calleux 
Pallidum ventral 
Noyau basal de Meynert 
Noyau accumbens 
Caudé/Putamen 
Globus Pallidus 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
++++ 

+++ 
++ 
+ 
+ 

+ 
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+++ 
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+++ 

++++ 
++++ 

+ 
+ 

+++ 

+++ 

++++ 

++ 
+++ 
+++ 

++++ 

+++ 
+++ 
++ 
++ 

+++ 

++++: densité de sites très élevée ; +++: élevée ; ++: modérée ; +: faible ; -: non détectée. 
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Rudiment hippocampique antérieur 
Hippocampe 

subiculum dorsal 
subiculum ventral 

Champs de la come d'Ammon 
CAl 
CA2 
CA3 
CA4 

Gyrus denté 
couche moléculaire 
couche granulaire 
fascia dentata 

Strie médullaire 

Tractus du télencéphale 

Fimbria 
segment interne 
segment externe 

Strie terminale 

Diencéphale 

Thalamus 
antérieur dorsal 
paracentral 
centromédian 
centrolatéral 
ventrolatéral 
ventral postérolatéral 
ventropostérieur médian 
latérodorsal 
noyau thalamique paraventriculaire 
noyau périventriculaire 
noyau reuniens 
zone incerta 
habenula médiane 
lernniscus médian 
noyau prétectal médian 

Hypothalamus 
chiasma optique 
noyau supraoptique 
tractus optique 
aire préoptique 
aire hypothalamique antérieure 
aire hypothalamique latérale 
hypothalamus paraventriculaire 
noyau dorsomédian 
noyau ventromédian 
hypothalamus périventriculaire 
noyau arqué 
éminence médiane 
corps mamillaire 
noyau tubéroman?ll~ire 

++++ 

++ 

+ 

+ 
+++ 
+++ 

+ 
+++ 
+++ 
+ 
+ 

+ 
+++ 
++ 
++ 
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+++ 
++++ 

+++ 

++++ 

+ 

++ 

++ 
+++ 

+++ 
+++ 
++++ 

+++ 
+++ 
++ 
++ 

++ 
++ 
++ 

++ 

++ 
++++ 

+++ 

+++ 
++++ 
++++ 

++++ 

++++: densité de sites très élevée ; +++: élevée ; ++: modérée ; +: faible ; -: non détectée. 
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Hypophyse 
lobe antérieur 
lobe postérieur 

Mésencéphale 

Noyau péripedunculaire 
Noyau interpedunculaire 
Géniculé ventral 
Aire antérieure prétectale 
Substance Noire 

pars compacta 
pars réticulata 

Aire tegmentaire ventrale 
Collicule supérieur 

couche grise superficielle 
couche nerveuse optique 

Collicule inférieur 
noyau central 
noyau péricentral 

Substance grise centrale 
péri ventriculaire 
dorsale 

Pons/Medulla oblongata 

Raphe dorsal 
Raphe médian 
Raphe pallidus 
Noyau vestibulaire médian 
Noyau du prepositus hypoglossal 
Noyau cunéiforme 
Noyau réticulé tegmentopontin 
Locus coeruleus 
Noyau pontin 
Noyau trigéminé spinocaudal 
Noyau trigéminé du tractus spinal 
Noyau du tractus spinal du nerf 
trigéminé, partie orale 
Noyau moteur trigéminé 
Noyau trigéminé sensoriel principal 
Noyau du tractus solitaire 
Area postrema 
Noyau parabrachial 
Noyau réticulé parvçx;ellulaire 
Noyau facial 
Complexe vague dorsal 

Cervelet 

++++ 
+ 

+ 

++ 

++ 

++ 
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++ 
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++ 
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+++ 
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+++ 
+ 

++ 
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++ 

++ 
++ 

++++ 
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++++ 
++ 

+++ 

+++ 
+++ 

+ 

++++ 
+++ 

++++:densité de sites très élevée;+++: élevée;++: modérée; +:faible;-: non détectée. 
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La comparaison avec les travaux réalisés antérieurement permet 
d'observer des variations inter-espèces dans la distribution des sites de 
liaison (Tableau 13). 

* Rhinencéphale: 

Chez le Cobaye, des sites de liaison ont été détectés dans le bulbe olfactif 
accessoire, le noyau olfactif antérieur et le tubercule olfactif. Les densités 
de sites enregistrées dans ces régions semblent plus faiblement exprimées 
que chez le Rat. A ce niveau, la principale différence réside dans 
l'expression de sites fortement marqués chez le Rat dans les zones 
laminaires: couche glomérulaire, couches plexiformes et granulaire, qui 
sont dépourvues de sites chez le Cobaye. 

* Télencéphale: 

Chez le Cobaye, le cortex périrhinal présente une liaison modérée, alors 
que toutes les autres régions corticales semblent dépourvues de sites de 
liaison spécifique. Cette distribution est fortement différente de celle des 
autres espèces. Chez le Rat, de nombreuses régions corticales expriment 
une densité relativement élevée de récepteurs de la galanine (préfrontal 
médian, piriforme, périrhinal et entorhinal). Chez l'Homme, presque 
toutes les couches du néocortex sont marquées. Cette distribution 
néocorticale est moins étendue chez le Rat, et semble totalement absente 
chez le Cobaye. 

Dans le cerveau antérieur basal, la distribution des sites de liaison est 
sensiblement la même chez toutes les espèces. Cependant, des récepteurs 
sont exprimés -dans le noyau basal de Meynert et le caudé/putamen 
uniquement chez le Rat et les primates. Un marquage faible est présent 
uniquement dans le globus pallidus du Singe. 

Dans le complexe amygdaloïde du Cobaye, les récepteurs sont distribués 
et présents en densité très élevée dans toutes les subdivisions du complexe. 
Chez le Rat, les mêmes observations ont été effectuées dans ces régions à 

l'exception de la subdivision latérale du complexe amygdaloïde qui 
apparaît faiblement marqué. Chez le Singe, des sites de liaison sont 
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présents dans le complexe amygdaloïde de la même façon que chez le 
Cobaye. Chez l'Homme, toutes les subdivisions présentent un marquage 
élevé à l'exception des aires latérales et basales qui sont modérément 
marquées. 

Le noyau du lit de la strie terminale contient des densités de sites très 
élevées chez le Cobaye et les primates. La liaison exprimée dans cette 
région, chez le Rat, est moins marquée, mais reste néanmoins élevée. 

Chez le Cobaye, le subiculum dorsal de la formation hippocampique 
présente un marquage modéré, tandis que le subiculum ventral apparaît 
totalement dépourvu de sites de liaison. Les champs de la come d'Ammon 
CA4 et CAl exhibent un marquage respectivement élevé et modéré, alors 
que les champs CAl et CA3 ne présentent pas de sites. Le gyrus denté et 
la strie médullaire contiennent des densités de sites de liaison très élevées 
à élevées. Chez le Rat, le subiculum ventral présente des densités de sites 
très élevées. Dans les champs CAl et CA3 ventraux des densités de sites 
faibles à modérées ont été détectées, tout comme chez les primates. Le 
subiculum dorsal et les champs CA2 et CA4 de la come d'Ammon ne 
présentaient pas de marquage chez ces espèces. Chez le Rat, il n'a pas été 
montré de sites de liaison dans le gyrus denté. Chez les primates, un 
marquage de densité élevée à très élevée est détecté dans le gyrus denté de 
la même manière que chez le Cobaye. Il apparaît donc que ces régions 
sont source de variations inter-espèces considérables. 

* Tractus du télencéphale: 

Chez toutes les espèces, la fimbria et la strie terminale expriment des 
densités de sites élevées. 

* Diencéphale: 

-Thalamus: 

La distribution des sites de liaison de la 1251-galanine est relativement 
comparable chez le Cobaye et chez le Rat. Néanmoins, des récepteurs 
détectés chez le Rat dans le thalamus central, latéral dorsal et ventral, 
dans le noyau périventriculaire et dans le noyau prétectal médian n'ont 
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pas été mis en évidence dans nos conditions d'expérimentation chez le 
Cobaye. A l'inverse, un marquage apparaît dans le thalamus antérodorsal 
chez le Cobaye qui est absent chez le Rat. Chez les primates, le thalamus 
est faiblement marqué. Seuls les noyaux reuniens, centromédian et la zone 
incerta expriment des densités de sites de liaison modérées à élevées. 

- Hypothalamus: 

Les comparaisons des densités de sites de liaison entre le Cobaye et le Rat 
permettent de constater une grande similitude dans la distribution et 
même dans les proportions relatives de ces sites. Chez les primates, la 
différence essentielle concerne surtout l'hypothalamus médiobasal où très 
peu de récepteurs ont pu être mis en évidence. 

L'observation de sites de liaison dans l'hypophyse antérieure et surtout 
dans le lobe nerveux que nous observons chez le Cobaye n'a par contre 
jamais été décrite chez les autres espèces dans les mêmes conditions 
d'utilisation (Gaymann et Falke, 1990; Hulting et coll., 1991). 

*Mésencéphale: 

La distribution des sites de liaison de la 1251-galanine est globalement la 
même chez le Cobaye et chez le Rat à quelques exceptions près. Le noyau 
interpedunculaire exprimant une faible densité de sites chez le Rat n'est 
pas marqué chez le Cobaye. Des différences de densités apparaissent 
également dans le collicule inférieur, la pars compacta de la substance 
noire et la substance grise centrale qui semblent plus élevées chez le 
Cobaye. De plus, un marquage élevé apparaît au niveau du géniculé 
ventral chez le Cobaye, non détecté chez le Rat. Chez les primates, un 
marquage modéré à élevé, proche de celui détecté chez le Cobaye, est 
existent dans le collicule supérieur, la pars compacta de la substance 
noire, l'aire tegmentaire ventrale et la substance grise centrale. 

*Rhombencéphale: 

La distribution de sites détectés dans la majeure partie des structures est 
voisine chez le Cobaye et chez le Rat. Cependant des variations de densités 
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plus élevées chez le Cobaye apparaissent dans le noyau trigéminé du 
tractus spinal, le noyau du tractus spinal du nerf trigéminé (partie orale) 
et l'area postrema. Des sites détectés dans le noyau vestibulaire médian, le 
noyau du prepositus hypoglossal, le noyau moteur trigéminé, le noyau 
trigéminé sensoriel principal et le noyau facial de Cobaye, n'ont pas été 
mis en évidence chez le Rat. A l'inverse, des sites marqués dans le noyau 
cunéiforme et le complexe vague dorsal du Rat n'apparaissent pas chez le 
Cobaye. Chez le Rat et les primates, le noyau réticulé tegmentopontin et 
le noyau parabrachial expriment des sites qui n'ont pas été observés chez 
le Cobaye. 

* Cervelet: 

Chez le Cobaye et le Rat aucune liaison spécifique n'a pu être détectée 
dans le cervelet. Cependant, chez le Singe, l'existence de sites de liaison a 
été démontrée. 

3-3. Synthèse 

L'ensemble des études de distribution de la 1251-galanine dans le 
système nerveux central des différentes espèces met en évidence 
l'existence de variations inter-espèces. 

Dans certaines régions, les divergences sont relatives à des variations de 
densités. Dans d'autres cas, des sites de liaison fortement marqués dans 
une espèce sont non exprimés dans une autre: 
- Dans le rhinencéphale un marquage élevé est détecté dans les zones 
laminaires non mis en évidence chez le Cobaye. 
- Dans le télencéphale, une forte dissimilitude apparaît dans les régions 
corticales, qui présentent un marquage largement étendu chez les 
primates, moins important chez le Rat et uniquement présent chez le 
Cobaye dans le cortex périrhinal. Dans l'hippocampe, des sites de liaison 
sont fortement exprimés dans le subiculum ventral du Rat à la différence 
du Cobaye. A l'inverse des sites sont détectés dans le gyms denté du 
Cobaye, tout comme chez les primates qui n'apparaissent pas chez le Rat. 
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- De manière générale, les densités de sites les plus élevées sont détectées 
dans le diencéphale et plus particulièrement dans l'hypothalamus quelle 
que soit l'espèce. Néanmoins des inégalités sont existantes dans le 
thalamus centromédian présentant des sites chez le Rat et le Singe, non 
détectés chez l'Homme et le Cobaye. Dans l'hypothalamus, le corps 
mamillaire contient des densités de sites plus élevées chez le Cobaye que 
chez les autres espèces. Dans l'hypophyse, un marquage élevé a été mis en 
évidence dans le lobe postérieur, alors qu'aucune information n'a été 
rapportée pour les autres espèces avec ce même type de ligand ( 125 I­
galanine). Dans le lobe antérieur, la liaison est très faible. 

L'absence de mise en évidence de sites de liaison dans une structure 
cérébrale (par exemple au niveau cortical), n'est pas synonyme de non 
existence de sites de liaison. Plusieurs éléments de discussion doivent être 
soulignés: 

(1) L'utilisation de la 125r-galanine porcme peut être un élément 
discutable. 

Il est à noter que la structure moléculaire de la galanine n'est pas connue 
chez le Cobaye et il est clairement établi que la séquence de la molécule 
diffère selon les espèces (cf. Généralités). Ainsi, les différences 
structurales de la molécule endogène de Cobaye et de Porc pourrait 
influencer le caractère biochimique de la liaison. 
Les études antérieures ont démontré que la partie N-terminale de la 

séquence de galanine est commune dans toutes les espèces de mammifères 
où la galanine est connue. D'autre part, cette région N-terminale est 
essentielle pour la reconnaissance de la galanine par son récepteur, tandis 
que la portion C-terminale, variable selon l'espèce, semble impliquée dans 
l'activité biologique du peptide (cf. Généralités). 
Au vu de ces observations, on peut donc penser que les différences 
structurales de la molécule de galanine liées à l'espèce ne sont pas 
directement impliquées dans le caractère biochimique de la liaison. 
Néanmoins, le récepteur de la galanine n'a pas été cristallisé et aucun 
modèle tridimensionnel n'a été proposé. En absence de données 
concernant les caractéristiques structurales requises pour les interrelations 
de la galanine à son récepteur, on ne peut totalement exclure que le fait 
d'utiliser la 125 I -galanine porcine pour visualiser des récepteurs chez le 
Cobaye ne modifie pas les caractéristiques de liaison. 
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(2) Les conditions expérimentales peuvent influencer la détection des sites 
de liaison de la 1251-galanine. 

La localisation des récepteurs de la galanine a été réalisée essentiellement 
chez le Rat par radioautographie qualitative et quantitative avec la 1251-
galanine (Melander et coll., 1986b, 1988 ; Skofitsch et coll., 1986 ; 
Bonnefond et coll., 1990). Dans l'ensemble, ces études concordent pour 
montrer la présence de sites de liaison de la 1251-galanine dans des 
régions où la galanine peut être détectée par des dosages 
radioimmunologiques (Melander et coll., 1988). Cependant, au sein de 
l'hypothalamus, les données sont contradictoires. Des travaux sur tissus 
frais congelés mettent en évidence la présence de récepteurs de la galanine 
uniquement dans les noyaux hypothalamiques ventromédian et dans 
l'hypothalamus antérieur et latéral. Par contre, dans des régions connues 
pour être riches en terminaisons nerveuses à galanine comme le noyau 
paraventriculaire, l'hypothalamus médiobasal y compris l'éminence 
médiane, la plupart des résultats mettent en évidence peu ou pas de sites 
de liaison (Skofitsch et coll., 1986 ; Bonnefond et coll., 1990). En 
revanche, d'autres études rapportent une distribution plus large dans 
1 'hypothalamus après perfusion du cerveau avec un tampon Tyrode 
(Melander et coll., 1986b, 1988). Ces observations soulèvent la question 
d'un masquage des sites de liaison de la 1251-galanine par des taux élevés 
de ligand endogène présent dans cette région. 
Des résultats récents ont confirmé cette hypothèse (Lagny-Pourmir et 
Epelbaum, 1992). Les auteurs ont montré que la 1251-galanine se dissocie 
très lentement des récepteurs sur coupes décongelées in vitro. Ces 
données démontrent ainsi l'existence d'un masquage de ces sites par de la 
galanine endogène fortement liée notamment dans nos conditions d'étude. 
L'absence de dissociation des complexes récepteurs-galanine sur coupes 
de cerveau peut être détournée par une méthode de désaturation des 
récepteurs par èxemple par utilisation d'une préincubation acide de force 
ionique élevée (Lagny-Pourmir et Epelbaum, 1992). 
Les expériences préliminaires à la détection des sites de liaison de la 1251-
galanine à l'échelle ultrastructurale dans l'éminence médiane convergent 
de toute évidence dans ce sens (cf. Matériels et Méthodes). L'étude de 
différentes préfixations permet d'observer une augmentation de la liaison 
spécifique comparée à celles de coupes de tissus frais incubées dans les 
mêmes conditions. Il est vraisemblable que la préfixation favorise un 
démasquage des sites par la galanine endogène. 
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(3) L'affinité de la 1251-galanine pour les récepteurs peut présenter une 
sensibilité aux guanylnucléotides. 

Les données de la littérature indiquent que les récepteurs de la galanine 
pourraient appartenir à une famille de récepteurs couplés à des protéines 
de liaison des guanylnucléotides (cf. Généralités). 
Une désaturation des récepteurs couplés à une protéine G peut être crée 
en augmentant leur taux de dissociation en présence de guanylnucléotides 
(Chang et coll., 1983). 
Il a été démontré antérieurement qu'une incubation en présence de GTP 
inhibe la liaison de la 1251 -somatostatine sur coupes de cerveau (Leroux 
et coll., 1988 ; Bertherat et coll., 1991) et qu'une étape de préincubation 
avec le GTP désature les récepteurs de la somatostatine hypothalamiques 
(Leroux et coll., 1985). Cependant, l'incubation directe avec le GTP ou 
ses analogues peut aussi augmenter régionalement la liaison de l'agoniste 
pour les récepteurs a2-adrénergiques (Rouot et coll., 1980) et Al­

adénosinergiques (Fastbom et Fredholm, 1990). 
Des travaux récents ont mis en évidence l'existence d'effets régionaux 
stimulateurs et inhibiteurs des guanylnucléotides sur la liaison de la 1251-
galanine dans le cerveau de Rat (Lagny-Pourmir et Epelbaum, 1992). 
En conséquence, si les récepteurs de la galanine de Cobaye (GAL-RI) 

sont couplés à une ou plusieurs protéines G, comme chez le Rat, il est 
vraisemblable que les guanylnucléotides modifient l'affinité du ligand 
pour ses récepteurs. Nous avons par conséquent étudié l'influence du 
Mg2+ et du GTP sur l'expression des sites de liaison de la 1251-galanine 

dans le cerveau de Cobaye (cf. chapitre suivant) en vue d'optimiser les 
conditions de détection de ces sites dans l'éminence médiane à l'échelle 
ultras tructurale. 

( 4) L'existence d'autres classes de récepteurs de la galanine est également 
à envisager. 

Très récemment, l'existence d'un autre type de récepteur de la galanine a 
été suggérée (Wynick et coll., 1993a). L'utilisation de galanine porcine 
marquée à l'iode 125 en son extrémité N-terminale par la méthode de 
Bolton et Hunter (1973) a permis de caractériser un récepteur de haute 
affinité de la galanine (Kn = 4,4 nM) dans l'adénohypophyse de Rat 
(GAL-R2) différent du récepteur caractérisé antérieurement dans le 

165 



cerveau et l'intestin (GAL-R1). Les auteurs ont montré que la région 3-10 
de la galanine et l'acide aminé en position 25 (Lysine) sont cruciaux pour 
la liaison et l'activité biologique relatives au récepteur GAL-R2, en 
contraste avec les données obtenues pour le récepteur GAL-R1. 

Ce récepteur non détectable avec le ligand classique, la 125I-galanine, 
serait exclusivement exprimé dans l'adénohypophyse et l'hypothalamus 
(Wynick et coll., 1993a). 

La distribution des sites de liaison de la 125I-galanine dans le cerveau de 
Cobaye a été réalisée avec la galanine porcine marquée par la méthode à 
la chloramine T et utilisée à la concentration saturante de 1,5 nM. Nos 
conditions d'expérimentation diffèrent donc totalement de celles qui ont 
été définies par Wynick et collaborateurs (1993) pour la détection du 
récepteur de type GAL-R2. En effet, la galanine porcine marquée en son 

extrêmité N -terminale libre par la méthode de Bolton et Hunter met en 
évidence un récepteur GAL-R2 dont le Kn est de 4,4 nM. Ces données 

permettent d'affirmer que les récepteurs détectés par nous-même chez le 
Cobaye sont de type GAL-R1. 

L'étude que nous avons menée chez le Cobaye a permis cependant de 
détecter une densité faible de récepteurs GAL-R1 dans l'adénohypophyse. 
Le récepteur GAL-R2 ne semble donc pas exclusivement exprimé dans 

l'adénohypophyse. Il pourrait s'agir d'une variation inter-espèce. D'autre 
part, la sensibilité des techniques classiques de radioautographies utilisées 
antérieurement peut également être remise en question. Un masquage des 
sites par la galanine endogène fortement liée aux récepteurs GAL-R1 peut 

être supposé. 

En conclusion, les études de macroradioautographie 
quantitative mettent en évidence l'existence de sites de liaison 
de haute affinité de la 125J.galanine, GAL-R1, dans le système 
nerveux central de Cobaye. 

La comparaison avec les cartographies réalisées 
antérieurement dans des conditions techniques comparables 
permet d'observer des variations inter-espèces quant à la 
distribution de ces sites. 
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4- Mise en évidence d'un coupla~:e des récepteurs de la 
~:alanine avec des protéines G chez le Cobaye; 

Influence des ~:uanylnucléotides 

L'étude de la régulation des sites de liaison de la 125I-galanine en 
présence de guanylnucléotides a été envisagée dans les différentes régions 
cérébrales du Cobaye pour permettre d'induire une désaturation des 
récepteurs occupés par la galanine endogène, en particulier dans les 
régions hypothalamiques dont l'éminence médiane. En outre, de telles 
expériences offraient l'avantage 1) de confirmer l'appartenance des 
récepteurs de la galanine cérébraux du Cobaye à la famille des récepteurs 
couplés à des protéines G et 2) de rechercher une éventuelle hétérogénéité 
régionale de couplage des récepteurs de la galanine à des protéines G chez 
le Cobaye. 

La désaturation des récepteurs occupés par le ligand endogène peut être 
obtenue en ajoutant du GTP et du Mg2+ au milieu expérimental. Ceci 
permet également de démontrer l'existence d'une interaction entre un 
récepteur membranaire et une protéine G (voir références dans 
Bimbaumer et coll., 1985). Nous avons, par conséquent, étudié la liaison 
de la 125I-galanine dans le cerveau de Cobaye en présence de Mg2+ et de 
GTP. 

Nos expériences ont été réalisées en présence de concentrations supra­
physiologiques .de Mg2+ (5 mM) dans le tampon de préincubation et de 
GTP (10 mM) dans le milieu d'incubation. Dans de telles conditions, 
l'activation des protéines G est accélérée et augmentée (Bimbaumer et 
coll., 1985). En fait, l'activation des différents types de protéines G par 
les guanylnucléotides est optimale pour des concentrations de Mg2+ 
variant entre 1 et 10 mM qui correspondent aux concentrations requises 
pour l'échange GDP/GTP sur la protéine G (Gilman, 1987). 
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La comparaison des deux conditions de liaison (avec et sans Mg2+fGTP) 
permet de constater que l'addition de Mg2+jGTP a des effets inverses sur 
la liaison spécifique de la 125I-galanine selon les régions étudiées. 

- Un effet inhibiteur du Mg2+ et du GTP sur la liaison spécifique 
de la 125I-galanine est mis en évidence dans certaines régions dont le 
cortex amygdaloïde, le cortex hippocampique, les noyaux mamillaires et 
la neurohypophyse. 

- Un effet stimulant du Mg2+ et du GTP sur la liaison spécifique de 
la 125I-galanine est observé dans d'autres régions notamment la zone 
incerta, les noyaux hypothalamiques dorso- et ventromédians, l'éminence 
médiane, le noyau arqué et l'adénohypophyse. 

- Par ailleurs, l'apport du Mg2+ et du GTP a permis de révéler des 
sites de liaison non détectés dans les conditions standard d'incubation. 

A l'exception de la dernière observation, les effets liés au Mg2+fGTP sur 
l'expression des sites de liaison de la 125I-galanine sont comparables à des 
résultats décrits chez le Rat. 

En effet, chez le Rat, en présence de Mg2+ (5 mM), les guanylnucléotides 
inhibent la liaison de la 12 5 I-galanine dans le lobe frontal et 
vraisemblablement dans toutes les régions télencéphaliques (Lagny­
Pourmir et Epelbaum, 1992 ; Lagny-Pourmir et Crépel, 1993 ). Dans 
l'hippocampe ventral de Rat, en absence de Mg2+, le GTP inhibe de 
manière dose-dépendante la liaison de la 1251-galanine (Fisone et coll., 
1989a). Cette dernière observation a été décrite pour d'autres récepteurs 
peptidergiques . couplés à des protéines G comme le récepteur de la 
substance P (Cascieri et Liang, 1983 ; lverfeld et coll., 1988) et le 
récepteur du neuropeptide Y (Undén et Bartfai, 1984). 

De façon comparable aux résultats que nous obtenons chez le Cobaye, en 
présence de Mg2+ (5 mM), un effet stimulant des guanylnucléotides sur la 
liaison de la 1251-galanine a été mis en évidence chez le Rat dans les 
noyaux hypothalamiques dorso- et ventromédians, péri- et 
paraventriculaires, dans le noyau arqué et l'éminence médiane, ainsi que 
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dans la portion commissurale du noyau du tractus solitaire (Lagny­
Pourmir et Epelbaum, 1992). Ce phénomène pourrait être lié à une 
dissociation de la galanine endogène relative à une activation des protéines 
G par les guanylnucléotides: l'activation provoquant une baisse de 
l'affinité des récepteurs. Un tel mécanisme a déjà été décrit pour d'autres 
récepteurs couplés à des protéines G comme les récepteurs adrénergiques 
(De Lean et coll., 1980 ; Rouot et coll., 1980), Al adénosinergiques 
(Fastbom et Fredholm, 1990), et ceux de la somatostatine (Leroux et 
coll., 1988; Bertherat et coll., 1991). 

Ces résultats permettent ainsi d'affirmer que les récepteurs de la galanine 
détectés par la 125 I-galanine dans le cerveau de Cobaye sont 
effectivement couplés à une ou plusieurs protéines G, comme celà a été 
démontré antérieurement chez le Rat, puisqu'ils présentent de toute 
évidence une sensibilité à l'action conjointe du Mg2+ et du GTP. 

Pour essayer de comprendre comment le Mg2+JGTP pourrait provoquer 
des effets inverses selon les régions, nous avons analysé les données de 
saturation (Kn et Bmax) et les cinétiques dans quelques régions précises. 

Dans l'amygdale centrale et la strie médullaire, les résultats des 
analyses de Scatchard montrent que le Mg2+jGTP induit une diminution 
apparente de la capacité de liaison (Bmax) et une baisse d'affinité des 
récepteurs pour la 125I-galanine (1/Kn). 

Il est probable que la 125I-galanine marque essentiellement les sites de 
haute affinité aux concentrations utilisées (0,2 à 5 nM). Ainsi, la 
diminution apparente du Bmax dans ces régions pourrait être expliquée 
par une modification d'une partie des récepteurs de la galanine vers un 
état de faible affinité qui ne seraient plus détectables compte-tenu des 
concentrations de traceur utilisées. De telles observations ont été 
rapportées pour le récepteur (3-adrénergique avec un agoniste de synthèse 
(Williams et Lefkowitz, 1977). 
Par extension, on peut penser que toutes les régions pour lesquelles un 
effet inhibiteur lié au Mg2+ /GTP est observé sont vraisemblablement 
soumises à ce mécanisme. 
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Dans l'éminence médiane comme dans l'hypothalamus latéral et la 
zone incerta, le Mg2+JGTP augmente le Bmax alors qu'aucun effet 
significatif sur l'affinité apparente des récepteurs n'a été mis en évidence. 
A la vue de ces résultats, on pourrait penser que l'augmentation de liaison 
causée par le Mg2+ /GTP est liée au fait que l'équilibre de liaison ne soit 
pas atteint pour ces régions dans les conditions standard. Au contraire, le 
calcul des e 112 indique que le Mg2+ /GTP augmente le temps requis pour 

atteindre l'équilibre. 
Par conséquent, cette interprétation ne semble pas justifiée puisque l'étude 
des cinétiques indique que pour un temps d'incubation de 120 min (utilisé 
pour les études de saturation) nous nous plaçons effectivement dans des 
conditions de liaison à l'équilibre. 

De manière générale, il semble que la liaison spécifique augmente plus 
par une diminution de la liaison non-spécifique que par une augmentation 
de la liaison totale. Il est possible que l'aspect biphasique curieusement 
observé pour les cinétiques de liaison en présence de Mg2+ /GTP soit en 
relation avec des modifications induites au niveau des récepteurs de la 
galanine couplés aux protéines G qui ne seraient pas encore stabilisées. Au 
vu des courbes de cinétiques, il semble que deux sites de liaison de la 
galanine soient détectés dans les conditions de travail. L'apport de 
Mg2+JGTP abaisserait l'affinité d'un site et on n'observerait plus alors 
qu'un site de haute affinité. L'observation des courbes de cinétiques de 
liaison non-spécifique dans les conditions standard (Fig.6) suggère 
l'existence d'un site de haute affinité que nous détectons (mis en évidence 
par les études de saturation). Cependant, à la vue de certaines courbes et 
notamment celles concernant l'éminence médiane, on peut suspecter 
l'existence d'un deuxième site. 
Ces résultats sont à rapprocher des observations de Wynick et 
collaborateurs (1993) qui démontrent l'existence d'un type de récepteur 
GAL-R2 dans l'hypothalamus et l'hypophyse. 

Dans les conditions de liaison à l'équilibre le Mg2+ /GTP augmente la 
spécificité de la liaison d'approximativement 20% dans toutes les régions 
étudiées. Par conséquent, on peut penser qu'il existe dans les conditions 
standard une compétition importante entre la 125I-galanine et la galanine 
endogène dans ces régions. 
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Une telle suggestion a déjà été formulée chez le Rat (Lagny-Pourmir et 
Epelbaum, 1992). En accord avec cette hypothèse, il a été montré chez le 
Rat que la concentration locale de galanine est élevée dans certaines 
régions hypothalamiques et que la dissociabilité agoniste-récepteur est très 
lente. La dissociabilité lente de la galanine endogène pourrait donc 
expliquer les effets stimulants des guanylnucléotides sur la liaison de la 
125I-galanine à l'équilibre dans les régions où la concentration de 
galanine endogène est suffisamment élevée pour occuper une bonne partie 
des sites. 

Par analogie avec les observations faites pour les récepteurs cérébraux Al 
de l'adénosine (Fastbom et Fredholm, 1990), il est concevable que les 
effets régionaux inverses liés au Mg2+;GTP sur la liaison de la 1251-
galanine soient en relation avec des différences de sensibilité des protéines 
G couplées aux récepteurs de la galanine. 
Nos observations pourraient ainsi être rapportées à la nature ou à un état 
de couplage différentiel des récepteurs de la galanine aux protéines G. 
Néanmoins, cette hypothèse demande à être vérifiée par des études 
complémentaires qui n'ont pas fait l'objet de ce travail. 

L'ensemble de ces données et nos observations suggèrent que les effets 
stimulateurs de Mg2+jGTP sur la liaison détectés dans différentes régions 
du cerveau de Cobaye peuvent être liées à un fort taux d'occupation des 
récepteurs par la galanine endogène et/ou à un état de couplage 
différentiel des récepteurs dans ces régions. Une explication identique 
peut être proposée pour les régions qui expriment des sites de liaison en 
présence de Mg2+;GTP non visualisés dans les conditions standard. 

En conclusion, les divers effets régionaux liés au Mg2+ /GTP détectés 
pour la cartographie par macroradioautographie quantitative pourraient 
être expliqués en terme d'interférence de liaison avec la galanine 
endogène liée aux coupes de cerveau et/ou en terme de couplage 
différentiel des protéines G aux récepteurs de la galanine ou de récepteurs 
différentiels dans les différentes structures. 
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La compréhension des mécanismes des divers effets liés au Mg2+ et au 
GTP nécessite d'autres données qui n'ont pas été envisagées dans ce 
travail. Il serait intéressant d'étudier indépendamment les effets du Mg2+ 
et du GTP sur la liaison de la 1251-galanine. La nature des protéines G 
couplées aux récepteurs cérébraux restent également à déterminer. 

Cette étude démontre donc l'existence de sites de liaison 
de haute affinité de la galanine dans le cerveau de Cobaye dont 
la sensibilité aux gu any lnucléotides est établie. Chez le 
Cobaye, les sites de liaison de la galanine seraient couplés à un 
système de transduction membranaire impliquant une ou des 
protéines G, de la même manière que chez le Rat. Néanmoins, 
cette étude ne permet pas de déterminer la nature des protéines 
G impliquées dans les mécanismes de transduction. 
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5 - Distribution de la ~alanine dans l'hypothalamus 
de Cobaye 

5-l. Considérations méthodologiques. 

La distribution de la galanine dans l'hypothalamus de Cobaye a été 
envisagée par détection immunocytochimique classique de type indirecte. 
Une étude de distribution comparative a été établie avec celle du GnRH 
dans l'aire préoptique et celle du GRF dans le noyau arqué et l'éminence 
médiane mis en évidence par la même méthode. 

La spécificité des différents anticorps a été testée et a permis la 
publication de nombreux travaux (Barry et coll., 1973a, 1974 ; 
Beauvillain et Tramu, 1980 ; Beauvillain et coll., 1987). 
Les tests de spécificité des doubles marquages ont été effectués et aucune 
réaction croisée n'apparaît. 

5-2. Distribution de la galanine: Comparaison inter-espèce. 

5-2.1. Aire préoptique: 

La distribution générale de la galanine dans l'aire préoptique du Cobaye 
est semblable à. celle décrite chez le Rat (Ch'ng et coll., 1985 ; Skofitsch 
et Jacobowitz, 1985, 1986 ; Melander et coll., 1986 ; Merchenthaler et 
coll., 1990, 1991). De nombreuses cellules à galanine sont détectées dans 
les noyaux médians et latéraux de l'aire préoptique de ces deux espèces. 

Chez le Cobaye, l'étude comparative de la distribution de la galanine et du 
GnRH ne permet pas de déceler une coexpression des deux peptides dans 
les mêmes cellules. 
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Ceci est différent du Rat, chez lequel il existe de toute évidence une 
coexpression de la galanine et du GnRH qui est sexuellement 
dimorphique, puisque plus fréquente chez la femelle que chez le mâle 
(Merchenthaler et coll., 1990). 
Cette coexpression n'a pas été retrouvée chez le Cobaye, dans l'aire 
préoptique, quel que soit le sexe. Cependant, l'existence d'afférences 
galaninergiques aux cellules à GnRH a été montrée dans l'aire préoptique 
du Cobaye. 

Plusieurs explications sont envisageables: 

- Ces observations permettent de suggérer l'existence d'une différence 
inter-espèce qui a déjà été mise en évidence pour d'autres systèmes 
neuropeptidergiques (par exemple: somatostatine-enképhaline chez le 
Cobaye et CRF-enképhaline chez le Rat). 

- Cependant, il est possible qu'il existe une expression de la galanine dans 
les cellules à GRF pendant un moment très court chez le Cobaye, alors 
que chez le Rat il apparaît un pic de galanine pendant 24 heures à partir 
du proestrus dans les cellules à GnRH (Merchenthaler et coll., 1990). 
Dans l'éminence médiane, les expériences n'ont pas permis non plus de 
mettre en évidence de coexpression galanine-GnRH. Par contre, ceci a pu 
être observé chez la Ratte (Beauvillain, communication personnelle). 

- ll est possible que chez le Cobaye la structure de la galanine coexprimée 
avec le GnRH soit différente et non détectable avec l'anticorps utilisé. 
Cette hypothèse paraît cependant peu probable. 

5-2.2. Noyau paraventriculaire: 

Dans le noyau ·paraventriculaire, le marquage observé semble souvent 
moins intense chez le Cobaye que chez le Rat (Skofitsch et Jacobowitz, 
1985 ; Melander et coll., 1986a ; Meister et coll., 1989). 
La baisse d'intensité est surtout remarquable dans les magnocellules. Nos 
observations du noyau paraventriculaire sont d'ailleurs cohérentes avec le 
marquage très faible observé dans la zone interne de l'éminence médiane 
de Cobaye. Par contre, les neurones parvocellulaires semblent plus 
visibles. Chez le Rat, il a été montré que ces cellules à galanine de la 
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subdivision parvocellulaire se projettent dans l'éminence médiane externe 
(Merchenthaler et coll., 1991 b ). 

5-2.3. Noyau arqué: 

Chez le Cobaye, un grand nombre de cellules est détectable dans le noyau 
arqué essentiellement dans la partie ventrolatérale. Le marquage obtenu 
est comparable à celui observé chez le Rat (Ch'ng et coll., 1985 ; 
Skofitsch et Jacobowitz, 1985; Melander et coll., 1986). 

Compte tenu de la localisation des cellules immunopositives à la galanine 
chez le Cobaye, il paraissait vraisemblable qu'une grande partie des 
cellules à galanine correspondent à des cellules à GRF, comme cela a été 
démontré antérieurement chez le Rat (Meister et coll., 1989). 
En fait, la comparaison sur coupes sériées, permet de constater que des 
cellules contiennent les deux neuropeptides. Une superposition plus 
précise par double marquage sur une même coupe n'a pas pu être réalisée 
faute d'anticorps disponibles pour ce type de méthodologie. 
Par conséquent, la proportion des cellules coexprimant les deux peptides 
n'a pas pu être déterminée mais il est vraisemblable, compte-tenu du 
marquage observé dans la zone externe de l'éminence médiane, qu'un 
pourcentage très important de cellules à GRF coexprime la galanine. 

Chez le Rat, il a été montré que la majorité des cellules à galanine de la 
portion ventrolatérale du noyau arqué, qui correspondent pour la plupart 
à des cellules à GRF, envoient leurs projections vers la zone externe de 
l'éminence médiane (Niimi et coll., 1990; Merchenthaler et coll., 1991b). 

Dans l'éminence médiane de Cobaye, une comparaison de la distribution 
de la galanine et du GRF réalisée sur coupes sériées (l'anti-galanine et 
l'anti-GRF étant fabriqués chez le Lapin) s'est révélée impossible compte­
tenu de la taille des terminaisons nerveuses et de l'épaisseur des coupes. 

Quelques cellules du noyau arqué médio-dorsal sont également galanine­
positives. La localisation de ces cellules laissent à penser qu'elles 
pourraient être des cellules à Dopamine. 
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5-2.4. Eminence médiane: 

Chez le Cobaye, la distribution de la galanine dans la zone externe de 
l'éminence médiane est semblable à celle qui a été observée chez le Rat 
(Rokaeus et coll., 1984 ; Skofitsch et Jacobowitz, 1985, 1986 ; Melander 
et coll., 1986). Cette localisation de la galanine au contact des capillaires 
suggère un rôle neurohormonal. Chez le Cobaye, ceci n'a pas été montré, 
mais chez le Rat, il a pu être détecté une concentration de galanine dans le 
sang porte supérieure à celle du sang périphérique (Lopez et coll., 1991). 

Compte tenu des résultats précédents, cette galanine peut donc être 
localisée dans les terminaisons nerveuses provenant essentiellement des 
neurones parvocellulaires du noyau paraventriculaire ainsi que des 
neurones à GRF et à Dopamine du noyau arqué. Cependant, il paraît 
vraisemblable que la majorité corresponde à des terminaisons contenant 
également du GRF. 

5-3. Distribution comparative du peptide et de ses récepteurs: 
Comparaison inter-espèce 

La comparaison des études de détection immunocytochimiques de la 
galanine et radioautographique de ses récepteurs met en évidence une 
bonne corrélation des données, dans l'hypothalamus du Cobaye. 

- Dans l'aire préoptique, la liaison de la 1251-galanine est modérée et 
ceci correspond également à un taux modéré de cellules et de 
terminaisons nerveuses à galanine. 
Cette situation correspond sensiblement aux données obtenues chez le Rat 
(Merchenthaler et coll., 1993 ). 

- Dans le noyau paraventriculaire, un marquage relativement élevé 
des sites de liaison est détectable dans des zones où l'on observe à la fois 
des péricaryons à galanine et des fibres immunopositives. 
Cette situation est assez comparable à celle observée chez le Rat 
(Merchenthaler et coll., 1993). 
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- Le noyau arqué contient une densité de sites de liaison modérée. Par 
contre, l'immunoréactivité à la galanine est élevée. 
Des observations identiques ont été réalisées chez le Rat (Merchenthaler et 
coll., 1993). 

- Dans l'éminence médiane, un taux de sites de liaison modéré a été 
enregistré. Cependant, une grande densité de fibres et de terminaisons 
nerveuses à galanine est apparente. 
Cependant chez le Rat, si les études immunocytochimiques concordent 
pour démontrer l'existence de densités élevées de fibres et terminaisons 
nerveuses à galanine, l'existence de récepteurs est controversée. En effet, 
certains auteurs ne visualisent que peu ou pas de sites de liaison dans 
l'éminence médiane (Skofitsch et coll., 1986 ; Bonnefond et coll., 1990) 

' alors que d'autres détectent des densités importantes de récepteurs à ce 
niveau (Melander et coll., 1986b, 1988 ; Lagny-Pourmir et Epelbaum, 
1992). 

5-4. Implications fonctionnelles 

5-4.1. Effets comportementaux: Stimulation de la prise 
alimentaire: 

Ce travail a permis de mettre en évidence chez le Cobaye l'existence de 
récepteurs et de cellules et fibres à galanine dans le noyau 
paraventriculaire et plus particulièrement dans la subdivision 
parvocellulaire. 

Chez le Rat, des études ont montré que des injections in vivo de galanine, 
réalisées spécifiquement dans la subdivision parvocellulaire du noyau 
paraventriculaire de l'hypothalamus du Rat adulte, induisent une forte 
stimulation de la prise alimentaire (Kyrkouli et coll., 1986, 1990) et plus 
particulièrement de lipides (Tempel et coll., 1988). De plus, il a été 
récemment rapporté que les taux de galanine sont élevés chez des rats 
génétiquement obèses et que la prise alimentaire peut être bloquée par un 
antagoniste de la galanine (Leibowitz et coll., 1992). 
D'autre part, des travaux ont établi que la galanine injectée dans le 
cerveau diminue la sécrétion d'insuline (Tempel et Leibowitz, 1990b ). 
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Au vu de ces données, il est possible que la galanine intervienne dans la 
régulation des stocks énergétiques et de la balance calorique chez le 
Cobaye comme chez le Rat adulte. 

5-4.2. Rôle de la galanine dans la régulation de la 
sécrétion des hormones gonadotropes: 

Chez le Cobaye, nous avons montré que l'aire préoptique et l'éminence 
médiane contiennent à la fois des récepteurs et des structures 
immunopositives à galanine. Notre travail n'a pas permis d'établir de 
coexistence galanine-GnRH dans ces régions. Cependant, l'existence 
d'afférences galaninergiques aux cellules à GnRH a été mise en évidence 
dans l'aire préoptique, ce qui signifie qu'il peut y avoir une modulation 
des péricaryons à GnRH par la galanine. Ceci est intéressant car par 
ailleurs on sait que des neurones à galanine possèdent des récepteurs aux 
stéroïdes sexuels (revue dans Merchenthaler et coll., 1993). 
Pour ce qui est de l'éminence médiane, rien ne nous indique que chez le 
Cobaye, la galanine observée dans les terminaisons nerveuses puisse avoir 
une action sur l'axe gonadotrope. Cependant, chez le Rat, de nombreux 
travaux (revue dans Merchenthaler et coll., 1993) concordent pour dire 
que ( 1) la galanine de l'éminence médiane intervient sur la libération de 
GnRH par une action locale (2) que de la galanine est aussi libérée dans le 
sang porte et peut potentialiser l'action du GnRH sur les cellules 
gonadotropes (Lopez et coll., 1991b). 
Chez le Cobaye, la visualisation de récepteurs dans l'éminence médiane 
est en faveur de l'existence d'une action locale mais rien ne nous permet 
d'affirmer qu'elle module effectivement la libération de gonadolibérine. 

5-4.3. Rôle de la galanine dans la régulation de la 
sécrétion de la prolactine: 

L'observation de neurones à galanine appartenant au tractus 
infundibulaire dopaminergique suggère que la galanine pourrait 
intervenir sur la régulation de la prolactine. 
De fait, l'effet de ce peptide a été montré chez le Rat. Il peut s'exercer au 
niveau hypothalamique (Ottlecz et coll., 1988) mais aussi au niveau 
hypophysaire (Guérineau et coll., 1990). 
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5-4.4. Rôle de la galanine dans la régulation de la 
sécrétion de l'hormone de croissance: 

Chez le Rat, il ne fait aucun doute que la galanine a une action stimulante 
sur l'hormone de croissance. Des travaux ont montré qu'une grande 
partie des actions de la galanine se faisait à un niveau hypothalamique et 
notamment au niveau de l'éminence médiane (revue dans Merchenthaler 
et coll., 1993). En fait, les modulations de la galanine semblent s'exercer 
directement sur les cellules à GRF mais aussi sur tous les systèmes qui 
régulent la libération de GRF. En particulier les cellules à somatostatine 
périventriculaires reçoivent des afférences à galanine provenant du noyau 
arqué (Fodor et coll., 1993). 

Chez le Cobaye, l'existence de récepteurs dans la zone externe de 
l'éminence médiane laisse à penser qu'une action locale de la galanine 
peut s'exercer en vue de moduler la libération de GRF. 

Cette étude a permis de corréler la distribution de la 
galanine à celle de ses récepteurs dans l'hypothalamus de 
Cobaye. La comparaison de ces données avec la distribution du 
GnRH et du GRF montre que la galanine hypothalamique peut 
être considérée comme un régulateur des fonctions 
neuroendocrines. Ces données soulignent l'importance de la 
galanine localisée dans l'éminence médiane qui pourrait avoir 
une action directe sur l'hypophyse ou un rôle local discuté 
dans la dernière partie de ce travail. 
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6- Localisation ultrastructurale des récepteurs 
de la ~:alanine dans l'éminence médiane; 

Etude comparative chez le Cobaye et le Rat 

6-1. Considérations méthodologiques: 

La visualisation à l'échelle photonique de sites de liaison de la galanine 
dans l'hypothalamus médio-basal et en particulier dans l'éminence 
médiane nous a amené à effectuer une étude à l'échelle ultrastructurale 
afin de savoir exactement où étaient localisés les sites de liaison de ce 
peptide. 

La technique de détection in vitro de récepteurs par liaison de radioligand 
sur coupes de tissus légèrement préfixés a été adaptée antérieurement 
pour d'autres récepteurs neuropeptidergiques (Hamel et Beaudet, 1987 ; 
Dana et coll., 1989; Szigethy et coll., 1990; Beauvillain et coll., 1992). 

Dans un premier temps, nous avons recherché le fixateur le plus 
approprié pour réaliser notre étude. Cette préfixation est réalisée par 
immersion dans le fixateur froid ce qui permet une meilleure 
préservation de la morphologie de l'éminence médiane que celle obtenue 
par perfusion intracardiaque. 
Le mode de fixation qui nous est apparu le plus adapté à la fois pour 
conserver une bonne liaison spécifique et pour garder une préservation 
ultrastructurale correcte est identique à celui utilisé pour l'étude des 
récepteurs opioïdes de type Jl (Hamel et Beaudet, 1987 ; Beauvillain et 
coll., 1992). 

Dans cette étude, le marquage non-spécifique détecté en présence de 
galanine froide est négligeable quelles que soient les conditions. 
Les expériences ont été envisagées ches les deux espèces en absence et en 
présence de Mg2+ /GTP pour permettre de mettre en évidence une 
éventuelle influence des guanylnucléotides sur la localisation des sites de 
liaison de la galanine. 
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Comme démontré antérieurement par radioautographie quantitative, 
l'apport de Mg2+;GTP induit une augmentation du pourcentage de liaison 
spécifique: 

- Chez le Cobaye, la liaison spécifique, déterminée à partir des 
coupes semi-fines, équivaut à 72% de la liaison totale dans les conditions 
standard d'incubation et représente 88,5% en présence de Mg2+;GTP. La 
liaison spécifique est par conséquent augmentée d'un facteur de 1,2 en 
présence de Mg2+JGTP. 

- Chez le Rat, la comparaison des deux techniques de liaison conduit 
à des observations identiques. Néanmoins, le pourcentage de liaison 
spécifique, représentant 81% de la liaison totale dans les conditions 
standard est plus élevé chez le Rat que chez le Cobaye. Par contre, en 
présence de Mg2+;GTP, le signal spécifique correspond à 89% de la 
liaison totale et avoisine alors celui déterminé chez le Cobaye. La liaison 
spécifique est multipliée par 1,1 en présence de Mg2+;GTP chez le Rat. 

La comparaison des liaisons spécifiques déterminées dans les conditions 
standard chez le Cobaye et chez le Rat indique une liaison plus élevée chez 
le Rat. Cette observation pourrait être expliquée par une occupation plus 
importante des sites et/ou une dissociabilité plus lente de la galanine 
endogène chez le Cobaye. Par ailleurs, l'affinité des récepteurs pour la 
125!-galanine n'est pas tout à fait identique pour les deux espèces, les 
expériences ayant été menées avec une concentration identique de ligand. 
Cependant, la liaison spécifique déterminée en présence de Mg2+;GTP est 

équivalente pour les deux espèces. Il est probable que sous ces conditions, 
on induise un démasquage identique des sites et ainsi une accessibilité 
semblable de la 125I-galanine aux récepteurs. 

A l'échelle de la microscopie électronique, la présence de sites de liaison 
de la 125!-galànine se manifeste par des tortillons d'argent de taille 
relativement importante (0,4 à 0,5 J.Lm) par rapport aux structures sous­
jacentes. Afin d'évaluer objectivement les différentes localisations du 
marquage nous avons procédé à l'examen de tous les grains photographiés 
conformément à la méthode de Blackett et Parry (1977) modifiée par 
Hamel et Beaudet (1984) et les résultats ont été exprimés en terme de 
pourcentage de grains spécifiques. 
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La radioautographie haute-résolution a permis de montrer que des sites 
de liaison spécifiques sont présents dans la zone externe de l'éminence 
médiane de Cobaye et de Rat et leur distribution a été établie. Ces sites 
sont détectés essentiellement au niveau d'appositions membranaires 
(grains partagés) et de compartiments intracellulaires (grains exclusifs) de 
terminaisons nerveuses et de tanycytes. 
Quelles que soient les conditions, les grains localisés au niveau de 
structures qui diffèrent des terminaisons nerveuses et des tanycytes 
correspondent à des populations mineures de sites dont la répartition se 
rapproche étroitement de la distribution aléatoire. En conséquence, nous 
nous permettons donc d'écarter cette population de sites qui peut être 
considérée comme négligeable. 

La faible variabilité du nombre de sites de liaison dans l'ensemble de nos 
expériences pour chaque espèce est vraisemblablement liée au fait que 
nous avons étudié des animaux mâles de même poids et de même âge. 

6-2. Localisation des récepteurs de la galanine: 

Au mveau ultrastructural, les récepteurs de la galanine apparaissent 
essentiellement au niveau d'appositions membranaires dans la zone 
externe de l'éminence médiane des deux espèces. 

Chez le Cobaye, l'enrichissement de la liaison pour les grains localisés sur 
des appositions membranaires est de 2, alors que l'index de marquage 
pour les grains distribués à l'intérieur de compartiments cellulaires est de 
0,25. Cette donnée indique que les sites de liaison de la galanine sont 
localisés en majorité au niveau de membranes plasmiques. 
Cependant les sites de liaison spécifiques intracellulaires ont probablement 
une importance significative puisqu'ils représentent 14,4% du marquage. 
Ils pourraient vraisemblablement correspondre à des récepteurs 
synthétisés de novo en voie d'externalisation et/ou à des récepteurs de la 
galanine internalisés. Il est à noter que 4,4% de ces grains sont situés à 
l'intérieur de terminaisons nerveuses et 6,9% à l'intérieur de tanycytes. 
Les sites de liaison localisés au niveau d'appositions membranaires sont 
visualisés principalement sur deux types d'appositions: entre terminaisons 
nerveuses ( 44,6%) et entre terminaison nerveuse et tanycyte (34,6% ). 
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Néanmoins, cette technique d'étude ne permet pas de déterminer dans ces 
appositions, laquelle des deux membranes contient le site de liaison. Par 
conséquent, on peut être certain que les membranes des terminaisons 
nerveuses présentent des récepteurs, mais on ne peut pas affirmer que les 
membranes des tanycytes en possèdent. 

Chez le Rat, l'ensemble des données rejoint les observations réalisées chez 
le Cobaye. L'enrichissement pour les grains localisés au niveau 
d'appositions membranaires est de 2, et l'index de marquage pour les 
grains intracellulaires est de 0,25. Les sites de liaison intracellulaires 
correspondent à 16,3% des sites spécifiquement exprimés et sont répartis 
en 10,2% dans des terminaisons nerveuses et pour 3,0% à l'intérieur de 
tanycytes. Par comparaison avec le Cobaye, il apparaît ici une densité de 
grains nettement plus élevée dans les terminaisons nerveuses, alors que le 
pourcentage de grains localisés dans les tanycytes est plus faible. Il est 
donc possible que cette localisation ait une signification fonctionnelle 
propre à l'espèce. 
Les grains localisés sur des appositions membranaires sont distribués 
comme chez le Cobaye essentiellement sur deux types d'appositions 
membranaires: entre terminaisons nerveuses (36,4%) et entre terminaison 
nerveuse et tanycyte (37 ,5% ). La différence entre ces deux types de 
localisations membranaires est moins étendue que chez le Cobaye. 

6-3. Influence des guanylnucléotides: 

Chez les deux espèces étudiées, le Mg2+JGTP a eu pour effet d'augmenter 
le pourcentage de sites (1) sur les appositions membranaires entre 
terminaisons nerveuses et (2) à l'intérieur des terminaisons nerveuses. 
Parallèlement, une diminution du nombre de grains sur les appositions 
impliquant les tanycytes ou à l'intérieur des tanycytes a été observée. 

Ceci suggère que l'addition de Mg2+ /GTP provoque d'une part un 
démasquage des sites localisés sur les terminaisons nerveuses et d'autre 
part une activation du transport axonique des récepteurs et/ou une 
internalisation des récepteurs de la galanine. Par contre, ce phénomène ne 
semble pas affecter les tanycytes. 
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Ces différences de distribution induites par les guanylnucléotides semblent 
constituer des arguments en faveur d'une localisation des récepteurs de la 
galanine essentiellement au niveau des terminaisons nerveuses. Cependant 
la liaison spécifique pour la détection sur les tanycytes reste significative. 
Nos résultats suggèrent par conséquent qu'il peut y avoir des récepteurs 
de la galanine au niveau des tanycytes, mais vraisemblablement en 
nombre très réduit. 

6-4. Implications fonctionnelles: 

En conséquence, il est probable que les actions médiées par la galanine 
dans l'éminence médiane soient exercées en partie via des sites de liaison 
localisés sur les membranes de certaines terminaisons nerveuses. 
L'éminence médiane est totalement dépourvue de synapses au sens propre 
du terme. Nos observations constituent donc un argument important en 
faveur de l'existence d'une action locale de type paracrine et/ou autocrine 
par la galanine dans l'éminence médiane du Cobaye et du Rat. 

L'observation des microradioautographies permet de penser que plusieurs 
types de terminaisons nerveuses possèdent ces récepteurs puisque des 
granules de sécrétion de tailles différentes ont pu être observés à 
l'intérieur de terminaisons possédant les sites de liaison. Une étude précise 
de la nature de ces terminaisons nerveuses devrait permettre d'établir 
et/ou de confirmer l'existence d'un effet local de la galanine sur plusieurs 
systèmes hypophysiotropes: GRF, GnRH, Dopamine ... chez les deux 
espèces Cobaye et Rat. 

Une action locale est vraisemblablement médiée par la galanine au niveau 
des tanycytes. Le rôle des tanycytes dans la régulation des sécrétions des 
neurohormones est effectivement souvent envisagée (Everitt et coll., 1986 
; Beauvillain et coll., 1992): ils pourraient notamment s'insinuer entre les 
terminaisons nerveuses et moduler le passage des neurohormones dans le 
sang porte. 
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Nos résultats permettent d'établir une similitude de 
localisation des récepteurs de la galanine dans la zone externe 
de l'éminence médiane chez le Cobaye et chez le Rat. 

La présence de récepteurs de la galanine sur des 
appositions membranaires entre des terminaisons nerveuses 
dans cette région est en faveur d'une modulation locale par la 
galanine de la libération de facteurs hypophysiotropes (GRF, 
GnRH, Dopamine ... ). Une action locale de la galanine sur les 
tanycytes est également possible. 
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Depuis sa découverte en 1983, la galanine est apparue comme un 
neuropeptide largement distribué dans le système nerveux central. 
Cependant de nombreux résultats controversés n'ont pas permis d'établir 
la signification physiologique de la galanine centrale. 

Notre travail a été envisagé chez le Cobaye pour permettre de progresser 
dans ce domaine. L'essentiel de cette étude morphologique s'est intéressé 
plus spécialement aux récepteurs de la galanine. 

La distribution des récepteurs de la galanine dans le cerveau de 
Cobaye et leur sensibilité potentielle aux guanylnucléotides, étudiées in 
vitro par macroradioautographie quantitative avec la 1251-galanine, 
démontrent l'existence de récepteurs de la galanine sensibles aux 
guanylnucléotides dans le système nerveux central de Cobaye. 
Comme chez les autres espèces, nous avons caractérisé une classe de 
sites de haute affinité et de capacité voisine de celles des autres 
récepteurs peptidergiques du système nerveux central. Par ailleurs, 
certaines de nos observations pourraient suggérer l'existence d'une 
seconde classe de sites. 

Les récepteurs de la galanine détectés in vitro sur coupes de tissu non 
fixés apparaissent largement distribués dans le cerveau de Cobaye. Les 
régions présentant une plus grande concentration de sites sont situées dans 
le télencéphale et le diencéphale. Des différences inter-espèces sont 
appréciables notamment dans le cortex, la région hippocampique et 
l'hypophyse. Aucun travail n'avait permis jusqu'ici de mettre en évidence 
l'existence de récepteurs dans l'hypophyse avec la 1251-galanine. Le 
Cobaye pourrait donc constituer un modèle expérimental déterminant 
pour la compréhension des fonctions de la galanine hypophysaire 
comme pour la neuropharmacologie. 

L'utilisation d'\lne technique de désaturation par apport de Mg2+/GTP 
induit des effets inverses sur la liaison selon les régions chez le 
Cobaye: inhibiteurs (amygdale, hippocampe, noyaux mamillaires) et 
stimulateurs (zone incerta, éminence médiane, noyau arqué). Ces 
résultats, interprétés en terme d'interférence de liaison avec la 
galanine endogène et/ou en terme d'hétérogénéité régionale de 
nature, ou de couplage différentiel des protéines G aux 
récepteurs de la galanine, démontrent le couplage des récepteurs de 
la galanine à un système de transduction membranaire impliquant une ou 
plusieurs protéines G chez le Cobaye. 
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L'étude immunocytochimique développée dans l'hypothalamus de 
Cobaye a permis de corréler la distribution de la galanine à celle de ses 
récepteurs. 

Nos observations ne sont pas incompatibles avec un effet 
comportemental de la galanine hypothalamique sur la stimulation 
de la prise alimentaire et suggèrent surtout que le peptide pourrait 
intervenir dans la régulation de fonctions neuroendocrines. Ces 
données soulignent l'importance de la galanine dans l'éminence 
médiane où une grande densité de terminaisons nerveuses est présente 
dans la zone externe. La galanine pourrait donc être libérée dans les 
vaisseaux portes et avoir une action directe sur l'hypophyse ou agir 
localement. 

La méthode de détection par radioautographie de haute résolution 
que nous avons utilisée pour l'étude de l'éminence médiane démontre que 
les sites de liaison de la galanine sont présents essentiellement sur des 
appositions membranaires dans la zone externe de l'éminence 
médiane chez le Cobaye et chez le Rat. Une localisation apparaît 
également à l'intérieur de terminaisons nerveuses et de tanycytes. 

L'utilisation de la technique de désaturation, en présence de Mg2+JGTP, 
fait apparaître une augmentation du pourcentage de sites spécifiquement 
localisés au niveau d'appositions membranaires entre terminaisons 
nerveuses et à l'intérieur des terminaisons nerveuses. 

La présence de récepteurs de la galanine sur des appositions 
membranaires entre des terminaisons nerveuses constitue un argument 
important en faveur d'une modulation locale par la galanine de la 
libération de facteurs hypophysiotropes (GRF, LHRH, 
dopamine ... ). Une action locale de la galanine sur les tanycytes est 
également vraisemblable. 
La poursuite logique de ce travail devrait permettre de déterminer 
précisément la nature des terminaisons nerveuses possédant des sites de 
liaison de la galanine et ainsi les systèmes hypophysiotropes modulés par 
la galanine. Le rôle de la galanine localisée au niveau des tanycytes 
demande aussi à être étudié. 
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