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Stéroïdes Gonadiques 
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.········~·ire {;;ieoptique 
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Figure 1. Relations anatomiques entre le noyau arqué et les régions 
hypothalamiques (aire préoptique et éminence médiane) impliquées 
dans la régulation de 1 'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. 



A va nt Propos 

Notre équipe de recherche s'intéresse aux interrelations hypothalamiques contribuant à 

la régulation de l'activité des neurones à gonadolibérine. La gonadolibérine -également 

nommée GnRH ou LHRH- est le principal messager hormonal hypothalamique qui régule la 

sécrétion des gonadotrophines hypophysaires (hormone lutéinisante ou LH et hormone 

folliculostimulante ou FSH) et ainsi la fonction gonadique (Figure 1). Chez le rat femelle, le 

pic préovulatoire de LH est précédé par une sécrétion massive de GnRH dans le sang porte 

hypophysaire 1' après-midi du proœstrus. Il apparaît notamment que la survenue du pic 

préovulatoire de GnRH est induite par l'accroissement des taux d'œstradiol plasmatique entre 

le soir du diœstrus et l'après-midi du proœstrus. La régulation de l'activité des neurones à 

GnRH est complexe et multifactorielle : elle fait intervenir des facteurs d'origine humorale 

(hormones périphériques et gonadiques), neuronale, gliale et endothéliale. Ces facteurs 

peuvent agir de façon monosynaptique, c'est à dire exercer leur action directement sur le 

neurone à GnRH, ou de façon polysynaptique, c'est à dire exercer leur action par 

l'intermédiaire de neurones relais (qui peuvent être multiples). En outre, ces facteurs peuvent 

réguler la sécrétion de GnRH à deux niveaux : au niveau des péricaryons à GnRH, localisés 

chez le rat dans l'aire préoptique ou au niveau des terminaisons nerveuses à GnRH, situées au 

niveau de l'éminence médiane. L'aire préoptique et l'éminence médiane reçoivent des influx 

venant de nombreuses régions cérébrales. Le noyau arqué est une région émettant de 

nombreuses efférences vers l'aire préoptique et l'éminence médiane et constitue ainsi l'une 

des régions hypothalamiques les plus impliquées dans la régulation du système à GnRH 

(Figure 1). 

Le noyau arqué est situé à la base de l'hypothalamus en apposition étroite avec 

l'éminence médiane, site de projection de différents systèmes hypophysiotropes. Il entoure la 
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partie ventrale du troisième ventricule (Krieg, 1932) et s'étend, chez le rat, sur 2,5 mm avec 

un volume estimé à 0,9 mm3 chez le mâle et 0, 7 mm3 chez la femelle (Leal et al., 1998). Les 

cellules constituant ce noyau sont petites et fusiformes ou larges et polygonales dans sa 

position latérale. Une imprégnation au Golgi montre des cellules bipolaires ou unipolaires 

ainsi que quelques cellules multipolaires avec de nombreuses arborisations dendritiques (Van 

den Pol et Cassidy, 1982). Le nombre total de neurones constituant ce noyau est estimé à 

100.103 chez le mâle et 86.103 chez la femelle (Leal et al., 1998). Ce noyau est considéré de 

par ses afférences et efférences comme une région-clef dans l'intégration et la transmission 

des fonctions émotionnelles, végétatives, homéostatiques, autonomiques mais aussi 

endocrines. De nombreux travaux ont impliqué le noyau arqué dans la fonction gonadotrope. 

Il a ainsi été établi depuis longtemps que des lésions du noyau arqué entraînent une atrophie 

de l'adénohypophyse et des gonades (Ganong, 1963 ; Szentagothai et al., 1972). De plus, la 

déafférentation complète de l'hypothalamus médiobasal (incluant le noyau arqué) provoque 

une réduction significative des concentrations plasmatiques de LH, FSH et testostérone chez 

le rat mâle intact (Blake et al., 1973a, 1973b; Turner et Simpkins, 1977). Des résultats 

similaires ont été observés après lésion électrolytique du noyau arqué (Bogdanove, 1964). De 

façon intéressante, les animaux traités néonatalement au glutamate monosodique (MSG), 

neurotoxine qui détruit sélectivement le noyau arqué (Badger et al., 1982), présentent des 

fonctions de reproduction anormales avec notamment un retard de puberté chez les femelles, 

une ovulation souvent absente à l'heure de l'ouverture vaginale, et des cycles œstriens 

prolongés (Redding et al., 1971 ; Clemens et al., 1978; Nemeroff et al., 1981 ; DePaolo et 

Negor-Vilar, 1982; Johnston et al., 1984). Malgré ces nombreux troubles de la reproduction, 

ce1iains auteurs ont rapporté une fertilité normale chez les femelles traitées au MSG (Trentini 

et al.,1974; Bakke et al., 1978). Par ailleurs, le noyau arqué influencerait la sécrétion 

spontanée de GnRH au niveau de l'éminence médiane. En effet, Lopez et al. (1992a) ont 
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montré que les taux de GnRH libérés spontanément par des fragments d'éminences médianes 

incubées in vitro étaient diminués en présence de noyau arqué. De même, la libération de 

GnRH par une stimulation potassique est augmentée chez les animaux traités au MSG 

(DePaolo et Negro-Vilar, 1982). 

L'ensemble de ces observations suggère que le noyau arqué participe activement à la 

régulation de la fonction gonadotrope. Ainsi, dans notre travail de thèse, nous nous sommes 

intéressés à un système neuronal propre au noyau arqué : les neurones à proopiomélanocortine 

(POMC). Nous nous sommes plus précisément focalisés sur deux facteurs susceptibles de 

moduler l'activité des neurones à POMC : le premier de nature neuronale, la galanine, et le 

second de nature gliale, le TGF~. 

En introduction de nos travaux, nous exposerons dans un premier temps les facteurs 

exprimés dans le noyau arqué et impliqués dans la régulation du système à GnRH. Puis, dans 

un deuxième temps, nous ferons l'état des connaissances de la physiologie des neurones à 

PO MC. 

1. Le noyau arqué et la fonction de reproduction 

1.1. Influence des stéroïdes gonadiques sur le noyau arqué 

a- Rappels sur la modulation de la sécrétion de GnRH par les stéroïdes gonadiques 

Chez la femelle, les œstrogènes semblent être l'un des déterminants majeurs pour le 

fonctionnement du système à GnRH. Pendant la plus grande partie du cycle œstrien, les 

œstrogènes jouent le rôle de frein pour la sécrétion de GnRH, à travers ce qui a été appelé la 

'rétroaction négative' (Sarkar et Fink, 1980; Caraty et al., 1989; Chongthammakun et 

Terasawa, 1993 ; Evans et al., 1997). Les œstrogènes exercent aussi une 'rétroaction positive' 

sur le système à GnRH afin de générer le pic préovulatoire de LH. Il semble qu'une 

exposition prolongée à de forts taux d'œstrogènes (environ 15 h) soit indispensable pour la 

3 



mise en place des systèmes neuronaux responsables de la genèse du pic préovulatoire de 

GnRH (Sarkar et Pink, 1980; Moenter et al., 1990; Xia et al., 1992; Evans et al., 1997). De 

même, chez la rate, la progestérone est indispensable pour la survenue de ce pic préovulatoire 

de GnRH/LH (pour revue, voir Kalra, 1993). En revanche à plus long terme, la progestérone 

exerce un effet inhibiteur sur la sécrétion de GnRH qui met alors fin à la sécrétion massive de 

GnRH/LH en début de l'œstrus (pour revue, voir Kalra, 1993). 

Chez le mâle, la testostérone est le principal stéroïde gonadique responsable de la 

rétroaction exercée par les gonades sur le cerveau. La testostérone régule négativement la 

sécrétion de GnRH afin de maintenir un mode de sécrétion basal de LH nécessaire à une 

fonction testiculaire optimale (voir Kalra et Kalra, 1989). 

L'existence d'une communication entre les gonades et le noyau arqué a été suggérée 

dès 1971 par Brawer en montrant la présence de changements cytologiques au sein du noyau 

arqué suite à l'ablation des gonades. La découverte dans les années 1980 que les neurones à 

GnRH n'exprimaient ni le récepteur aux œstrogènes ni le récepteur aux androgènes (Shivers 

et al., 1983 ; Herbison et Theodosis, 1992; Huang et Harlan, 1993 ; Laflamme et al., 1998)­

notion qui, pour le récepteur aux œstrogènes, a très récemment été remise en question (Butler 

et al., 1999 ; Skynner et al., 1999 ; Hrabovszky et al., 2000)- a conduit de nombreuses 

équipes à étudier l'influence des stéroïdes gonadiques sur l'activité des neurones à GnRH via 

des intermédiaires localisés dans des régions cibles des stéroïdes gonadiques et impliquées 

dans la régulation du système à GnRH telles que le noyau arqué. 

b- Œstrogènes, Progestérone 

Le noyau arqué est considéré comme le principal site sur lequel agissent les 

œstrogènes pour exercer le rétrocontrôle négatif des gonades sur la sécrétion de GnRH 

(Herbison, 1998). Des études réalisées chez le rat (Smith et Davison, 1974; Blake, 1977), la 
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brebis (Caraty et al., 1998) et le singe (Ferin et al., 1974) ont montré que les œstrogènes 

avaient un effet inhibiteur sur la sécrétion de LH par leur action au niveau de l'hypothalamus 

médiobasal. Plus précisément, l'implantation d'œstrogènes dans le noyau arqué provoque une 

diminution de l'amplitude des pulses de LH chez des rats femelles ovariectomisées (Akema 

et al., 1984; Nagatani et al., 1994). L'action de la progestérone au niveau du noyau arqué 

dépend de l'état stéroïdien de l'animal: chez le rat mâle ou femelle, l'implantation de 

progestérone au niveau de l'hypothalamus médiobasal provoque une diminution de la 

sécrétion basale de LH (Smith et Davison, 1974). En revanche, chez des femelles 

ovariectomisées et supplémentées en œstrogènes, l'exposition de progestérone sur des 

fragments d'hypothalamus médiobasaux induit une augmentation de la sécrétion de GnRH 

(Kim et Ramirez, 1985). 

Pour agir sur leur cellule cible, les stéroïdes gonadiques doivent se fixer sur des 

récepteurs spécifiques, généralement nucléaires, qui se lient alors à un élément de réponse aux 

stéroïdes localisé sur le gène cible. Deux sous-types de récepteurs aux œstrogènes nommés 

ER-a et ER-~ sont exprimés dans le noyau arqué avec une expression prédominante de l'ER-

a (Shughrue et al., 1992; Shughrue et al., 1996; Li et al., 1997; Shughrue et al., 1997; 

Laflamme et al., 1998). Les cellules exprimant l'ER-a sont observées à travers toute 

1' étendue antéro-postérieure du noyau avec une distribution préférentielle dans la subdivision 

latérale du noyau. Simonian et al. (1999), ont récemment observé que près de 20% des 

neurones exprimant l'ER-a dans le noyau arqué se projetaient vers l'aire préoptique rostrale. 

Or c'est au niveau de 1' aire préoptique rostrale que sont concentrés les neurones à GnRH 

activés par les stéroïdes gonadiques et permettant la survenue du pic préovulatoire de LH (Lee 

et al., 1990; Hoffman et al., 1990; Porkka-Heiskanen et al., 1994; Petersen et al., 1995). 

Fait notable, les niveaux d'expression de l'ARNm codant les récepteurs aux œstrogènes dans 
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le noyau arqué varient au cours du cycle œstrien avec un pic d'expression le jour du proœstrus 

(Shughrue et al., 1992). Par ailleurs, de nombreuses cellules expriment 1 'ARNm codant le 

récepteur à la progestérone (PR) dans le noyau arqué principalement dans sa partie 

ventrolatérale (Hagihara et al., 1992) et une étude réalisée chez le Cobaye rapporte que toutes 

les cellules exprimant le récepteur à la progestérone expriment également les récepteurs aux 

œstrogènes dans ce noyau (Warembourg et al., 1989). 

c- Androgènes 

Le noyau arqué est la région hypothalamique au niveau de laquelle l'implantation de 

testostérone est la plus efficace pour empêcher la diminution des taux de LH plasmatiques 

observées chez le rat mâle castré (Danguy et al., 1977 ; Kalra et Kalra, 1980). Un intense 

marquage pour 1 'ARNm codant le récepteur aux androgènes y est par ailleurs observé 

(Simerly et al., 1990). A noter que la testostérone, en plus de sa fixation directe sur les 

récepteurs aux androgènes est capable de s'aromatiser en œstradiol et ainsi se fixer 

spécifiquement aux récepteurs aux œstrogènes (Roselli et al., 1985 ; Chowen et al., 1990 ). 

Cette aromatisation de la testostérone en œstradiol peut survenir in situ, c'est à dire au sein 

même du noyau arqué, puisqu'une activité aromatase a été rapportée dans ce noyau (Roselli et 

al., 1985, Roselli et Resko, 1987). 

d- Plasticité synaptique stéroïdo-dépendante 

Il est maintenant communément admis que les stéroïdes gonadiques peuvent affecter le 

nombre de connections synaptiques dans diverses régions du système nerveux central (Arnold 

et Gorski, 1984; Garcia-Segura et al., 1986; Frankfurt et al., 1990). Le noyau arqué fait 

partie des noyaux hypothalamiques au niveau desquels des changements synaptiques sont 

observés en fonction de l'état stéroïdien de l'animal. Ainsi l'équipe de Garcia-Segura s'est 
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largement intéressée à ce phénomène et a rapporté une nette réduction du nombre de synapses 

axa-somatiques (de 30 à 50%) dans le noyau arqué le jour du proœstrus, suivie d'une 

réinervation des neurones du noyau arqué dès l'œstrus (Olmos et al., 1989). Plus précisément, 

il apparaît que l'augmentation des niveaux d'œstrogènes plasmatiques entre le soir du 

diœstrus II et le jour du proœstrus soit associée à un recouvrement de processus astrocytaires 

au niveau des péricaryons et terminaisons nerveuses du noyau arqué (Garcia-Segura et al., 

1986; Olmos et al., 1989; Naftolin et al., 1993 ; Garcia-Segura et al., 1994; Chowen et al., 

1995 ; Parducz et al., 1996). La même équipe a également caractérisé la nature chimique des 

synapses impliquées dans cette plasticité et a démontré que le nombre de synapses 

GABAergiques était préférentiellement affecté suite à un traitement œstrogénique de femelles 

ovariectomisées (Parducz et al., 1993). 

Le noyau arqué apparaît ainsi comme l'une des régions-cibles privilégiées du 

rétrocontrôle stéroïdien. De plus, ces données bibliographiques suggèrent que le pic 

préovulatoire de GnRH pourrait être induit, en partie, par un retrait stéroïdo-dépendant des 

synapses inhibitrices dans le noyau arqué. Le phénotype des cellules cibles des stéroïdes 

gonadiques est multiple et sera détaillé dans un chapitre ultérieur (cf section !2). 

1.2. Facteurs non-stéroïdiens impliqués dans la régulation du système à GnRH 

et agissant au sein du noyau arqué 

De nombreux facteurs impliqués dans la modulation de l'activité des neurones à 

GnRH ont leur péricaryon localisé au niveau du noyau arqué ; ce chapitre a pour but de les 

détailler et d'en étudier l'implication sur la régulation du système à GnRH. Les figures 2 et 3 
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résument, respectivement, ces facteurs et leurs récepteurs associés exprimés au sein du noyau 

arqué. 

1.2.1. Neuropeptides 

a- Peptides opioïdes 

Panni les signaux neuropeptidergiques inhibiteurs, le rôle des peptides opioïdes sur la 

régulation de l'activité des neurones à GnRH a été extensivement documenté. Trois peptides 

opioïdes endogènes sont exprimés dans le noyau arqué : la ~-endorphine, la dynorphine et les 

enképhalines (methionine- et leucine-enképhaline). Ces peptides dérivent de trois précurseurs 

distincts nommés, respectivement, la proopiomélanocortine (POMC), la prodynorphine et la 

proenképhaline. 

La localisation des péricaryons à ~-endorphine est restreinte à deux régions 

cérébrales : le noyau arqué et la région caudale du tractus solitaire (Finley et al., 1981 a ; 

Bronstein et al., 1992). Il apparaît néanmoins que seuls les neurones à ~-endorphine du noyau 

arqué jouent un rôle majeur dans le contrôle de la sécrétion de GnRH (Bloom et al, 1978). 

Contrairement aux neurones à ~-endorphine, les corps cellulaires des neurones 

enképhalinergiques et dynorphinergiques ont une distribution plus éparse dans le cerveau 

(Simerly et al., 1986, 1988; Simerly et Swanson, 1987). Le noyau arqué comprend une dense 

population de neurones dynorphinergiques distribués à la fois dans la partie ventrale et dorsale 

du noyau (Fallon et Leslie, 1986). En revanche, peu de neurones synthétisant l'enképhaline 

sont retrouvés dans le noyau arqué (Wamsley et al., 1980; Finley et al., 1981b; Fallon et 

Leslie, 1986). 
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• fi-endorphine 

L'implication de la ~-endorphine, et de son récepteur )l, dans la régulation de l'activité 

des neurones à GnRH est largement documentée. Dès 1955, Barraclough et Sawyer montrent 

que l'injection sous-cutanée de morphine -qui s'est révélée, par la suite, être un agoniste du 

récepteur aux opioïdes )l- provoque un blocage de l'ovulation chez le rat femelle et qu'elle 

exerce ses effets au niveau central. Des études se sont ensuite intéressées à l'injection 

intracérébroventriculaire d'agonistes ou d'antagonistes du récepteur Il et ont révélé que la ~­

endorphine inhibait la sécrétion de LH (Kalra, 1981 ; Kubo et al., 1983). Il est notamment 

établi que les neurones à ~-endorphine exercent un tonus inhibiteur continu sur le système à 

GnRH (Herbison, 1998), leur permettant de contrôler la pulsatilité de la sécrétion de GnRH, et 

qu'une réduction de l'activité des neurones à ~-endorphine sur le système à GnRH serait 

responsable, en partie, de la survenue du pic de GnRH/LH (Allen et Kalra, 1986 ; Gabriel et 

al., 1986). Ainsi, la naloxone, antagoniste du récepteur )l, stimule la sécrétion de LH à tous les 

stades du cycle œstrien excepté un bref moment situé l'après-midi du proœstrus (Ieiri et al., 

1980 ; Allen et Kalra, 1986). Des résultats similaires ont été observés chez des animaux 

ovariectomisés et substitués en œstradiol et progestérone (Gabriel et al., 1986). De la même 

façon, la morphine n'altère pas la sécrétion de LH si elle est administrée peu avant la 

survenue du pic de LH (Berglund et Simpkins, 1988). Cette réduction de l'action du système 

~-endorphinergique peu avant la survenue du pic de GnRH concerne également l'activité du 

récepteur Il : en effet, il a été rapporté une diminution de la fixation de la naloxone sur le 

récepteur Il dans l'hypothalamus l'après-midi du proœstrus (Jacobson et Kalra, 1989 ; 

Weiland et Wise, 1990; Mateo et al., 1992). Ainsi, les neurones à ~-endorphine seraient l'un 

des médiateurs de la rétroaction positive des œstrogènes sur la sécrétion de GnRH. 
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De nombreuses études suggèrent que la ~-endorphine pourrait affecter l'activité des 

neurones à GnRH à deux niveaux: au niveau de l'aire préoptique (aire de localisation des 

corps cellulaires à GnRH) et au niveau de l'éminence médiane (aire de localisation des 

tem1inaisons nerveuses à GnRH). Tout d'abord, Kalra (1981) rapporte que la naloxone 

module la sécrétion de LH uniquement si l'antagoniste est injecté dans l'aire préoptique 

médiale ou la région incluant 1' éminence médiane et le noyau arqué et non dans des régions 

voisines. Par ailleurs, la ~-endorphine est capable d'inhiber la libération de GnRH si elle est 

injectée sur des fragments d'éminence médiane et a la capacité de moduler la synthèse 

d'ARNm GnRH (Rotsztejn et al., 1978a; Bonavera et al., 1993a; Li et Pelletier, 1993). 

Enfin, une réduction de la fixation de la ~-endorphine sur son récepteur fl est observée au 

niveau de l'aire préoptique et de l'éminence médiane l'après-midi du proœstrus (Jacobson et 

Kalra, 1989 ; Weiland et Wise, 1990 ; Mateo et al., 1992). 

• Enképhaline et Dynorphine 

Chez la rate ovariectomisée, la dynorphine inhibe la sécrétion de LH en agissant par 

l'intem1édiaire des récepteurs aux opioïdes K, et la methionine-enképhaline exerce le même 

effet à travers les récepteurs 8 (Leadem et Kalra, 1985a; Leadem et Yagenova, 1987). Des 

études ont par ailleurs démontré que les œstrogènes auraient une action stimulatrice sur le 

système enképhalinergique et dynorphinergique du noyau arqué (Morrell et al., 1984; 

Quinones-Jenab et al., 1996 ). 

• Mode d'action des peptides opioïdes sur les neurones à GnRH 

La probabilité d'une action directe des peptides opioïdes sur la sécrétion de GnRH a 

été envisagée suite à l'observation de fibres à ~-endorphine en contact synaptique (Leranth et 

al., 1988 ; Chen et al., 1990) ou de fibres enképhalinergiques et dynorphinergiques en 
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apposition étroite (Hoffman et al., 1988) avec les corps cellulaires des neurones à GnRH. 

Cependant 1' absence de détection de 1' ARNm codant les récepteurs Jl, ù et K dans les 

neurones à GnRH (Mitchell et al., 1997a; Sannela et Petersen, 1997) a remis en question 

cette probabilité. Il a donc été envisagé que les peptides opioïdes réguleraient l'activité des 

neurones à GnRH par voie polysynaptique. Les études se sont principalement intéressées à la 

~-endorphine et certains arguments semblent montrer que les neurones sécrétant le monoxyde 

d'azote (Pu et al., 1997 ; Bhat et al., 1998 ; Faletti et al., 1999), les acides aminés excitateurs 

(Bonavera et al., 1993b; Bhat et al., 1998), la galanine (Mitchell et al., 1997a) ou encore la 

noradrénaline (Bicknell, 1985 ; Kalra, 1993 ) pourraient être les médiateurs des effets exercés 

par la ~-endorphine sur les neurones à GnRH. 

Les peptides opioïdes et plus particulièrement la fJ-endorphine, peptide dérivé de la 

POMC et quasi exclusivement synthétisé dans le noyau arqué, apparaissent ainsi comme des 

systèmes inhibiteurs majeurs sur la sécrétion de GnRH. Il est notamment admis qu'une 

réduction de l'activité jJ-endorphinergique serait responsable d'une desinhibition du système 

à GnRH et ainsi de la survenue du pic préovulatoire de GnRHILH. 

b- a-MSH (a- melanocyte stimulating hormone) et Agrp (Agouti related peptide) 

Alors que l'implication de la ~-endorphine est bien documentée, le rôle de l'a-MSH, 

autre peptide dérivant de la POMC, dans la régulation du système à GnRH est moins connu. 

L'injection intracérébroventriculaire d'a-MSH à des rates ovariectomisées induit une 

diminution de la sécrétion de LH (Khorram et al, 1984a). En revanche, l'a-MSH n'est pas 

capable de moduler la libération de GnRH à partir de fragments d'éminence médiane 

maintenus in vitro (Khorram et al., 1984b ). La même équipe a alors injecté ce peptide par 

voie intraveineuse et, n'ayant pas observé d'effet de l'a-MSH sur la libération de LH, les 
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auteurs ont conclu à une action centrale de l'a-MSH. Compte tenu de l'ensemble de ces 

résultats, il a été émis l'hypothèse que l'a-MSH exercerait une action inhibitrice au niveau 

hypothalamique sur l'activité de sécrétion de GnRH par une action s'opérant soit directement 

sur les corps cellulaires des neurones à GnRH -et pas sur leurs terminaisons nerveuses- soit 

par l'intermediaire d'autres systèmes neuronaux (Khorram et al., 1984b). Cinq récepteurs à 

l'a-MSH sont actuellement clonés (Adan et Gipsen, 1997) et les récepteurs MC3-R et MC4-

R sont les principaux récepteurs exprimés dans le cerveau et plus précisément dans 

l'hypothalamus (Gantz et al., 1993 ; Roselli-Rehfuss et al., 1993 ; Mountjoy et al., 1994). 

L'implication du récepteur MC4 dans les modulations exercées par l'a-MSH sur le système à 

GnRH semble peu probable chez le mâle étant donné que l'injection intracérébroventriculaire 

de SHU9119, un antagoniste du récepteur MC4, n'induit pas de variations de sécrétion de LH 

chez le rat mâle (Raposinho et al., 2000). Par ailleurs, l'expression des récepteurs à l'a-MSH 

par les neurones à GnRH n'est pas encore établie. 

L' Agrp est un neuropeptide orexigénique récemment découvert qui présente la 

particularité d'être un antagoniste endogène des récepteurs aux mélanocortines MC3-R et 

MC4-R et par là même de l'a-MSH. Les neurones exprimant l' Agrp, de petite taille, ont une 

localisation hypothalamique restreinte au niveau de noyau arqué (Bagnol et al., 1999). En 

outre, les systèmes à POMC et à Agrp sont exprimés par deux populations cellulaires 

distinctes (Shutter et al., 1997; Hahn et al., 1998; Wilson et al., 1999) mais ces deux 

systèmes se projetteraient vers des aires cérébrales identiques (Bagnol et al., 1999). Des 

études de colocalisations ont cependant révélé que 98% des neurones à Agrp exprimaient 

aussi le NPY (Broberger et al., 1998). Très récemment Stanley et al. (1999) ont rapporté que 

l'injection intracérébroventriculaire d'Agrp provoquait une augmentation des taux 

plasmatiques de LH et que l' Agrp stimulait la libération de GnRH à partir d'explants 
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d'éminence médiane. A noter que cet effet stimulateur de l' Agrp sur la libération de GnRH 

est inhibé par l'a-MSH (Stanley et al., 1999). 

Ces données suggèrent donc l'implication de l 'Agrp dans l'un des mécanismes 

permettant à l' a-MSH de moduler la libération de GnRHILH. 

c- Famille de la galanine 

• Galanine 

Une forte population de neurones galaninergiques est observée dans le noyau arqué. 

Ces cellules, de petite et de taille moyenne, sont observées dans la partie ventrolatérale du 

noyau et s'étendent ventralement vers le noyau ventromédian (Skofitsch et Jacobowitz, 1985 ; 

Melander et al., 1986a). De nombreuses fibres galaninergiques sont rencontrées au sein du 

noyau arqué et des expériences de déaffération du noyau ont révélé que ces fibres provenaient 

principalement de neurones locaux (Skofitsch et Jacobowitz, 1985; Horvath et al., 1995a). De 

plus, environ 60% des terminaisons nerveuses à galanine présentes au niveau de l'éminence 

médiane auraient pour origine le noyau arqué (Merchenthaler, 1991). Au niveau du noyau 

arqué, la galanine est essentiellement colocalisée avec la GHRH, et occasionnellement avec le 

GABA et la dopamine (Melander et al., 1986b Meiter et Hokfelt, 1988; Meister et al., 1990; 

Niimi et al., 1990). 

Les neurones synthétisant la galanine semblent également être la cible privilégiée des 

œstrogènes. En effet, dans le noyau arqué, une importante population -estimée à environ 

50%- des neurones à galanine contiennent des récepteurs aux œstrogènes (Bloch et al., 1992 ; 

Horvath et al., 1995b). Par ailleurs, l'expression de l'ARNm codant la galanine dans le noyau 

arqué est stéroïdo-dépendante et stimulée en présence de testostérone (De1emarre-V an de 
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Waal et al., 1994). Malgré le fait que la moitié des neurones galaninergiques du noyau arqué 

constituent vraissemblablement une cible directe pour les œstrogènes, peu d'études se sont 

jusqu'alors intéressées à l'implication de la galanine du noyau arqué dans la régulation du 

système à GnRH. En revanche, l'action de la galanine sur le système à GnRH au niveau de 

l'aire préoptique ou de l'éminence médiane est bien documentée. Ainsi, de nombreux travaux 

suggèrent que la galanine serait l'un des régulateurs essentiels du système reproducteur. 

Notamment la galanine est exprimée avec la GnRH dans les mêmes neurones (Merchenthaler 

et al., 1990, 1991, 1993 ; Marks et al., 1993 ; Rossmanith et al., 1996). Ainsi, 1' administration 

de galanine dans le troisième ventricule cérébral chez des rats femelles ovariectomisées et 

supplémentées en œstrogènes et progestérone stimule rapidement la libération de LH (Sahu et 

al., 1987). Cet effet stimulateur de la galanine sur la libération de LH hypophysaire semble 

passer via une action hypothalamique. En effet, chez le rat mâle ou le rat femelle 

ovariectomisée et supplémentée en œstradiol et progestérone, la galanine stimule la libération 

de GnRH à partir de fragments incluant à la fois l'éminence médiane et le noyau arqué (Lopez 

et Negro-Vilar, 1990; Sahu et al., 1994). De plus, la galanine intervient dans la survenue du 

pic préovulatoire de GnRH/LH: l'injection intracérébroventriculaire d'un immunsérum anti­

galanine atténue la sécrétion basale de LH et diminue l'amplitude du pic de LH chez des 

femelles en proœstrus (Lopez et al., 1993 ; Xu et al., 1996a). 

Les récepteurs de la galanine semblent également jouer un rôle-clef dans la régulation 

de l'activité des neurones à GnRH: la galantide, antagoniste non sélectif des récepteurs de la 

galanine, diminue la libération basale de GnRH et de LH, et supprime la libération de GnRH 

provoquée par la galanine (Lopez et Negro-Vilar, 1990; Sahu et al., 1994). Plus précisément, 

1 'injection intracérébroventriculaire de galantide chez des femelles ovariectomisées et 

supplémentées en œstradiol et progestérone, inhibe la survenue du pic préovulatoire de LH 
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(Sahu et al., 1994). Des résultats similaires ont également été obtenus chez des rates en 

proœstrus (Sahu et al., 1994). De plus, la présence d'appositions entre les fibres à galanine et 

les péricaryons à GnRH suggère l'existence d'une régulation directe de la galanine sur 

l'activité des neurones à GnRH au niveau de l'aire préoptique (Merchenthaler et al., 1991). La 

galanine agit sur sa cellule-cible via sa fixation sur un récepteur à sept domaines 

transmembranaires couplé aux protéines G. Actuellement, trois sous-types de récepteurs de la 

galanine, nommés GalR1 (Habert-Ortoli et al., 1994; Burgevin et al., 1995 ; Parker et al., 

1995), GalR2 (Fathi et al., 1997; Howard et al., 1997; Wang et al., 1997; Bloomquist et al., 

1998; Kolakowski et al., 1998; Pang et al., 1998) et GalR3 (Wang et al., 1997; Kolakowski 

et al., 1998; Smith et al., 1998) ont été clonés. Dans l'hypothalamus, l'expression du 

récepteurs GalR1 et GalR2 est bien documentée (Mitchell et al., 1997b; Mitchell et al., 

1999a) alors que l'expression du récepteur GalR3 n'est pas encore bien établie. Au cours 

d'une récente étude nous avons mis en évidence que certains neurones à GnRH avaient la 

capacité de synthétiser l'ARNm codant le récepteur GalRl (Mitchell et al., 1999b) suggérant 

un rôle modulateur direct de la galanine sur le système à GnRH. Cependant, l'expression du 

récepteur GalR1 ne concerne qu'une faible sous-population de neurones à GnRH -localisée 

exclusivement dans l'aire préoptique rostrale- et dépend de l'état stéroïdien de l'animal 

(Mitchell et al., 1999b ). Ainsi, la plus forte expression de l' ARNm GalR1 dans les neurones à 

GnRH a été observée chez des femelles en œstrus (~20%), alors que chez le mâle aucun 

neurone à GnRH n'exprime l' ARNm GalRl. Ainsi, la galanine agirait principalement par 

voie polysynaptique afin de réguler l'activité des neurones à GnRH, et la nature des neurones­

relais n'est pas encore connue. 
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• Galanin-Like Peptide (GALP) 

Alors que la galanine a été pendant longtemps considérée comme membre unique de 

sa famille, très récemment un peptide apparenté à la galanine, nommé galanin-like peptide 

(GALP), a été cloné (Ohtaki et al., 1999). Contrairement à la galanine qui se fixe à haute 

affinité sur l'ensemble de ses récepteurs, le GALP présente la particularité de se fixer avec 

une forte affinité sur le récepteur GalR2 (Ohtaki et al., 1999). Des études réalisées avec le 

GALP devraient donc permettre de déterminer l'implication du récepteur GalR2 dans les 

mécanismes physiologiques régulés par la famille de la galanine. Les neurones exprimant 

l' ARNm codant le GALP ont une localisation restreinte au noyau arqué et ces neurones sont 

principalement répartis dans la subdivision ventromédiane avec une expression plus 

abondante dans la partie postérieure du noyau (Juréus et al., 2000 ; Kerr et al., 2000 ; Larm et 

Gundlach, 2000). 

Juréus et al. (2000) suggèrent par ailleurs que les neurones GALP seraient de 

nouvelles cibles potentielles pour l'action de la leptine au niveau du noyau arqué puisque ces 

neurones ont une distribution superposable à celle de neurones exprimant le récepteur à la 

leptine. De plus, l'injection intrapéritonéale de leptine induit une augmentation des niveaux 

d'expression de l'ARNm GALP (Juréus et al., 2000). 

La galanine est donc l'un des régulateurs stimulateurs essentiels du système à GnRH. 

Il apparaît cependant que bien que de nombreux travaux se soient intéressés à la galanine de 

l'aire préoptique, peu d'études se sont consacrées à la galanine du noyau arqué alors que ces 

neurones seraient de bons candidats pour le rétrocontrôle stéroidien. 
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d- NPY (Neuropeptide Tyrosine) 

Le NPY est présent à haute concentration et de façon ubiquitaire dans le cerveau de rat 

(Nakagawa et al., 1985). Le noyau arqué contient une population très dense (60 à 80 neurones 

par section frontale et 140 à 160 neurones dans la partie la plus caudale du noyau) de 

neurones synthétisant le NP Y. Ces neurones sont généralement de petite taille (environ 8 jlm 

de diamètre), et localisés au niveau médian du noyau (Card et al., 1983 ; Chronwall et al., 

1985). L'innervation NPYergique de l'hypothalamus et de 1' aire préoptique provient 

essentiellement de deux populations neuronales, l'une localisée dans le noyau arqué et l'autre 

dans le tronc cérébral (Sahu et al., 1988; Ueda et al., 1991). Des expériences de traçage 

rétrograde ont permis de déterminer que nombre de terminaisons nerveuses rencontrées au 

voisinage des neurones à GnRH provenaient de neurones à NPY localisés dans le noyau arqué 

(Tsuruo et al., 1990; Li et al., 1999). Les neurones à NPY du noyau arqué pourraient par 

ailleurs être les vecteurs d'une action stimulatrice des œstrogènes sur le système à GnRH car 

10 à 20% d'entre eux expriment le récepteur aux œstrogènes chez le rat (Sar et al., 1990; 

Simonian et al., 1999) et l'ARNm du NPY augmente sous l'influence des œstrogènes (Sahu et 

al., 1994) avec un pic d'expression l'après-midi du proœstrus (Bauer-Dantoin et al., 1992). 

Le NPY possède un rôle facilitateur sur la sécrétion de GnRH (Kalra, 1993 ; Levine, 

1997). Ces effets semblent intervenir principalement au niveau de 1' éminence médiane 

(Herbison, 1998). A ce niveau, les effets du NPY sur la libération de GnRH semblent varier 

fortement en fonction de l'imprégnation stéroïdienne des animaux étudiés: chez des femelles 

ovariectomisées ou des mâles castrés, le NPY n'a aucun effet sur la libération de GnRH 

(Crawley et Kalra, 1987; Khorram et al., 1988; Sabatino et al., 1989, 1990; Urban et al., 

1996), par contre chez des femelles OVX +E2 ou OVX +E2+P ou des mâles castrés traités par 

de la testostérone le NPY stimule fortement la libération de GnRH par des fragments 

17 



d'hypothalamus médiobasaux ou d'éminences médianes (Crawley et Kalra, 1987, Khorram et 

al., 1988; Sabatino et al., 1989, 1990; Urban et al., 1996). Beseke et Levine (1994) 

confirment ce phénomène chez des femelles cycliques : le NPY ne stimule la sécrétion de 

GnRH par des fragments d'éminences médianes que le jour du proœstrus. Cette stéroïdo­

dépendance des effets du NPY sur la libération de GnRH pourrait être liée à la levée 

d'inhibition exercée par les peptides opioïdes sur la sécrétion de NPY (Sahu et al., 1990; Xu 

et al., 1996b ). 

La galanine du noyau arqué pourrait être l'un des médiateurs des effets du NPY sur la 

sécrétion de GnRH. En effet, des contacts synaptiques ont été observés entre les fibres à NPY 

et les péricaryons à galanine (Horvath et al., 1996). Par ailleurs, 1' administration de galantide, 

antagoniste non sélectif des récepteurs de la galanine, empêche la libération de GnRH induite 

par le NPY (Horvath et al., 1996). Il est également possible que le GALP, dont les 

péricaryons sont exclusivement localisés dans le noyau arqué, pourrait participer à la 

régulation de 1 'activité des neurones à NP Y. 

D'après Kalra et al. (1992), le principal type de récepteur au NPY impliqué dans la 

régulation de la sécrétion de GnRH/LH chez la rate est le récepteur Y1 (Y1-R). Très 

récemment des expériences réalisées par l'équipe de Levine ont rapporté que les œstrogènes 

stimuleraient la réponse des neurones à GnRH au NPY via une stimulation de 1' expression du 

récepteur Y1 (Xu et al., 2000). 

Contrairement à ce qui est observé chez l'animal adulte le jour du proœstrus, où le 

NPY joue un rôle facilitateur sur la sécrétion de GnRH chez le rat, de récentes études réalisées 

chez le primate suggèrent que le NPY exerce un effet inhibiteur sur le système à GnRH durant 

la période postnatale précèdant la puberté. Notamment El Majdoubi et al. (2000), observent 

que le profil d'expression du NPY dans l'hypothalamus médiobasal (ARNm et protéine) est 

inversement corrélé au pulse de GnRH durant la période postnatale et que l'injection 
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intracérébroventriculaire d'un antagoniste du récepteur Yl-R chez des rates juvéniles induit 

une sécrétion de GnRH précoce. 

Les neurones à NPY du noyau arqué apparaissent donc comme l'un des principaux 

systèmes stimulateurs de la libération de GnRH au niveau de l'éminence médiane chez le rat 

adulte. Cependant, l'action du NPY est complexe puisqu'il pourrait également avoir une 

action inhibitrice sur 1 'axe reproducteur à certains stades physiologiques del 'animal. 

e- GnRH 

De récents travaux suggèrent que la GnRH pourrait jouer un rôle de frein sur sa propre 

sécrétion et que le noyau arqué serait le site de cette action. En effet, l'application d'analogues 

de la GnRH sur des fragments d'hypothalamus médiobasaux inhibe la sécrétion basale de 

GnRH alors qu'elle est sans effet sur des fragments d'éminences médianes seuls 

(Bourguignon et al., 1987; De Paolo et al., 1987; Zanisi et al., 1987). La réalité d'une telle 

action est renforcée par la présence des fibres à GnRH et d' ARNm codant le récepteur au 

GnRH (GnRH-R) dans le noyau arqué (Jennes et al., 1996). Les niveaux d'ARNm codant le 

GnRH-R dans l'hypothalamus médiobasal présentent une corrélation inverse avec les taux 

d' ARNm GnRH exprimés dans 1' aire préoptique (Seong et al., 1998). Ainsi, dans le noyau 

arqué, les niveaux d'expression de l' ARNm codant le GnRH-R sont élevés le matin du 

proœstms et déclinent jusqu'à un niveau le plus faible du cycle œstrien l'après-midi du 

proœstms (Jennes et al., 1996). 

Ces résultats suggèrent qu'il existe une interaction réciproque entre les neurones à 

GnRH et les neurones (voire cellules gliales) du noyau arqué afin de permettre une sécrétion 

optimale de GnRH. Le phénotype des cellules-cibles de la GnRH n 'est cependant pas encore 
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caractérisé même si certaines études laissent supposer que le glutamate et le GABA seraient 

deux candidats de choix (Feleder et al., 1996). 

f- Substance P 

De nombreux corps cellulaires de neurones synthétisant la substance P, de petite taille 

et de forme ovoïde, sont présents dans le noyau arqué (Larsen, 1992). Ces neurones sont 

exclusivement retrouvés dans la partie postérieure du noyau alors qu'un dense réseau de fibres 

contenant la substance P s'étend à tous les niveaux antéro-postérieurs (Larsen, 1992). Les 

neurones à substance P du noyau arqué seraient capables d'influencer d'autres types 

neuronaux locaux tels que les neurones à ACTH (Hisano et al., 1984), enképhaline (Tsuruo et 

al., 1983), GHRH (Daikoku et al., 1988), et même à substance P (Tsuruo et al., 1984a). 

Les neurones à substance P du noyau arqué semblent être impliqués dans la régulation 

des neurones à GnRH puisque leur nombre varie au cours du cycle œstrien chez la femelle 

avec un nombre maximal de neurones le jour du proœstrus et de l'œstrus (Tsuruo et al., 

l984b ). De plus, un traitement aux œstrogènes induit, chez des femelles ovariectomisées, une 

augmentation des niveaux d' ARNm codant la substance P (Brown et al., 1990) et une 

augmentation des niveaux de substance P dans le noyau arqué et non dans l'aire préoptique 

(Bethea et al., 1995). Ces neurones seraient la cible directe des stéroïdes gonadiques 

puisqu'ils présentent des récepteurs à l'œstradiol (Akesson et Micevych, 1988) et à la 

progestérone (Nielsen et Blaustein, 1990). De plus, une partie des neurones à substance P du 

noyau arqué se projettent dans la zone septo-préoptique au niveau de laquelle ils établissent 

des contacts synaptiques avec les dendrites et soma des neurones à GnRH (Tsuruo et al., 

1991). Cependant, très peu d'études ont été entreprises pour déterminer l'influence de la 

substance P sur l'activité du système à GnRH. Il ressort néanmoins que la substance P aurait 

un effet stimulateur sur la sécrétion de GnRH chez des femelles en diœstrus ou 
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ovariectomisées et supplémentées en œstrogènes (Ohtsuka et al., 1987) et un effet inhibiteur 

si ce peptide est injecté chez des femelles en proœstrus (Kerdelhué et al., 1978 ; Duval et al., 

1998). Ces effets sembleraient passer via le récepteur à la substance P de type NK-1. 

g- Neurotensine 

De nombreux neurones exprimant la neurotensine sont présents dans le noyau arqué. 

Dans la partie la plus antérieure du noyau, les cellules ont une distribution médiane alors que 

dans sa pmiie la plus postérieure les cellules sont distribuées en position ventrolatérale (Kahn 

et al., 1980 ; Ibata et al., 1984a, 1984b ). Une co localisation partielle est observée entre la 

neurotensine et la dopamine (Hokfelt et al., 1984). Les neurones exprimant la neurotensine 

du noyau arqué, et principalement ceux localisés dans la partie dorsomédiane du noyau, sont 

régulés par l'œstradiol et ont ainsi été impliqués dans la régulation du système à GnRH 

(Alexander, 1993). De même, chez des femelles cyclées, un pic d'expression de l' ARNm 

codant la neurotensine a été observé le jour du proœstrus dans la partie dorsomédiane du 

noyau arqué (Alexander, 1993). Par ailleurs, l'action des stéroïdes gonadiques semble être 

directe puisque qu'environ 80% des neurones du noyau arqué exprimant la neurotensine 

expriment le récepteur à la progestérone (Alexander, 1999). 

Alors que la neurotensine a été isolée et caractérisée au début des années 1970 

(Carraway et Leeman, 1973, 1975), son implication dans la régulation de la sécrétion de 

GnRH est peu documentée. Il apparaît notamment que l'effet de la neurotensine sur la 

sécrétion de GnRH semble dépendre de l'imprégnation stéroïdienne de l'animal. Ainsi, chez 

des animaux ovariectomisés, la neurotensine induit une diminution de la sécrétion de LH 

(Vijayan et McCann, 1979) tandis que chez des femelles en proœstrus ou ovariectomisées et 

supplémentées en stéroïdes gonadiques, la neurotensine induit une augmentation de 

l'amplitude des pics de LH (Ferris et al., 1984; Alexander et al., 1989). 
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1.2.2. Neurotransmetteurs et neuromodulateurs 

a- GABA (acide y-aminobutyrigue) 

La population GABAergique du noyau arqué a pu être détectée par 1 'intermédiaire de 

la GAD (Acide Glutamique Decarboxylase), enzyme responsable de la transformation du 

glutamate en GABA. Les corps cellulaires des neurones GABAergiques sont localisés dans la 

pariie dorsomédiane du noyau et un dense réseau GABAergique est présent dans le noyau 

arqué (Tappaz et al., 1977; Vincent et al., 1982). A noter que de nombeux neurones 

GABAergiques du noyau arqué expriment la dopamine (Everitt et al., 1984 ; Melander et al., 

1986b) et dans une moindre mesure le NPY (Horvath et al., 1997) et la galanine (Melander et 

al., 1986b ). Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux 

central (Decavel et Van den Pol, 1990 ; Herbison, 1998). La quasi-totalité des neurones de 

1 'hypothalamus sont cibles de synapses GABAergiques (Decavel et Van den Pol, 1990). Cette 

observation est à rapprocher d'une étude montrant qu'une stimulation des récepteurs au 

GABA, provoque une hyperpolarisation de 98% des neurones de l'hypothalamus médiobasal 

(Lagrange et al., 1996). Ainsi, il apparaît que la majorité -pour ne pas dire la totalité- des 

neurones du noyau arqué semblent avoir la capacité de répondre au GABA. A signaler que 

l'expression du récepteur GABAA a été rapportée dans le noyau arqué (Blasquez et al., 1994; 

Davis et al., 2000) et qu'un traitement œstrogénique à des femelles ovariectomisées induit une 

diminution de la fixation du GABA sur son récepteur GABAA (Schumacher et al., 1989). 

Chez les primates, la totalité des neurones exprimant le récepteur à la progestérone dans le 

noyau arqué sont immunopositifs pour la GAD (Leranth et al., 1991). 

Le GABA est considéré principalement comme un facteur inhibiteur du système à 

GnRH (Jarry et al., 1991 ; Herbison et al., 1991 ; Scott et Clarke, 1993, Mitsushima et al., 

1994). En plus d'un effet direct sur le système à GnRH via des récepteurs GABAA (Petersen 

et al., 1993a; Jung et al., 1998), le GABA est également impliqué de manière indirecte dans 

22 



la modulation de la sécrétion pulsatile de GnRH en intervenant sur de nombreux types 

cellulaires modulant la sécrétion de GnRH. Entre autre, il régulerait le tonus inhibiteur exercé 

sur les neurones à GnRH par les neurones à ~-endorphine du noyau arqué. En effet, une étude 

neuroanatomique montre que des terminaisons nerveuses GABAergiques sont en contact 

synaptique avec des neurones à ~-endorphine du noyau arqué se projettant vers l'aire 

préoptique (Horvath et al., 1992a). De plus, Nikolarakis et al. (1988) rapportent que les effets 

stimulateurs exercés par le GABA sur la sécrétion de GnRH sont inversés suite à 

1' administration de naloxone. Par ailleurs, 1' administration de GABA sur des fragments 

incluant le noyau arqué et l'éminence médiane induit une augmentation de la libération de 

GnRH (Masotto et al., 1989). Cet effet stimulateur est bloqué par la bicuculline ce qui 

suggère l'implication du récepteur GABAA· Cette observation indique que le GABA pourrait 

agir, via ses récepteurs GABAA, au niveau de l'éminence médiane et/ou du noyau arqué afin 

de stimuler la sécrétion de GnRH. 

Ainsi, il apparaît que le GABAjoue un rôle double dans le contrôle de la sécrétion de 

GnRH chez le mâle et la femelle : il inhibe la sécrétion de GnRH par action directement sur 

les péricaryons à GnRH localisés dans l'aire préoptique et stimule la sécrétion de GnRH par 

une action s 'exercant au niveau de la région noyau arqué-éminence médiane. 

b- Glutamate et Aspartate 

Le glutamate et l'aspartate sont d'importants neurotransmetteurs excitateurs de 

1 'hypothalamus neuroendocrine (Van Den Pol et al., 1990). Des études ultrastructurales ont 

démontré la présence de contacts synaptiques entre les axones glutamatergiques et les 

dendrites et corps cellulaires de nombreux neurones du noyau arqué (Van den Pol et al., 

1991). Il apparaît également que les stéroïdes gonadiques sont d'importants régulateurs 
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physiologiques de la libération des acides aminés excitateurs dans l'hypothalamus médiobasal 

(Carbone et al., 1992). Les récepteurs ionotropiques (de type NMDA, AMPA, et kaïnate) et 

métabotropiques au glutamate sont exprimés au niveau du noyau arqué (Brann, 1995 ; Diano 

et al., 1997; Ghosh et al., 1997) et les œstrogènes augmentent les niveaux d'expression des 

récepteurs GluR1 et GluR2/R3 (Diano et al., 1997). De plus, la moitié des cellules exprimant 

les récepteurs AMP A expriment également le récepteur aux œstrogènes dans le noyau arqué. 

Le glutamate et l'aspartate exercent une puissante action stimulatrice sur la sécrétion 

de GnRH (Bourguignon et al., 1989a; Donoso et al., 1990; Lopez et al., 1992b; Arias et al., 

1990; Brann et Mahesh, 1997; Kalra et al., 1997; Kawakami et al., 1998). Les études 

utilisant des bloqueurs pharmacologiques spécifiques des récepteurs N-methyl-D-aspartate 

(NMDA), DL -a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxadole propionic acid (AMPA), et kaïnate, 

ont montré que le glutamate et l'aspartate jouaient un rôle dans la régulation du mode de 

sécrétion pulsatile (Ping et al., 1994) et cyclique (Lopez et al., 1992b; Brann et Malesh, 

1991) de GnRH/LH chez la rate adulte. A noter que le glutamate et/ou l'aspartate n'ont pas 

les mêmes effets sur la sécrétion de GnRH/LH selon qu'ils agissent sur des récepteurs NMDA 

ou non-NMDA tels que les récepteurs AMP A/Kaïnate. En effet, le NMDA est capable 

d'induire une sécrétion répétée de LH lorsqu'il est administré sur un mode pulsatile, alors que 

le kaïnate entraîne une fmie libération de LH s'il est injecté en administration unique (Abbud 

et Smith, 1991 ; Medhamurthy et al., 1992 ). Le site d'action des acides aminés excitateurs 

sur le contrôle de la libération de GnRH via les récepteurs NMDA serait l'aire 

préoptique/OVL T (Bourguignon et al., 1989b ), alors que celui pour les récepteurs non­

NMDA serait la région de l'hypothalamus médiobasal (Donoso et al., 1990; Lopez et al., 

1992b). 
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c- Monoxyde d'Azote (NO) 

L'identification du NO en tant que messager neurotransmetteur est assez récente 

(Bredt et al., 1 990). Dans le cerveau, deux isoformes de la NO synthétase (NOS) sont 

exprimées de façon constitutive: la NOS neuronale (nNOS) et la NOS endothéliale (eNOS) 

(Prevot et al., 2000a). La présence de cellules produisant le NO est discrète dans le noyau 

arqué. Les cellules exprimant la nNOS sont principalement retrouvées dans la portion caudale 

du noyau et coexpriment l'enképhaline (Bhat et al., 1996; Ceccatelli et al., 1996; Yamada et 

al., 1996) et une faible immunoréactivité pour la eNOS est détectée dans le noyau arqué (Bhat 

et al., 1 996). L'implication du NO produit par le noyau arqué dans la régulation du système à 

GnRH semble peu problable. Notamment, les niveaux d'expression de l' ARNm et de la 

protéine nNOS ainsi que l'activité NOergique ne présentent pas de variations au cours du 

cycle œstrien dans 1 'hypothalamus médiobasal (Lamar et al., 1999). 

En revanche, l'activité NOergique de l'aire préoptique est soumise à des variations 

cycliques avec un maximum d'activité l'après-midi du proœstrus (Lamar et al., 1999). De 

plus, Herbison et al. (1996) ont montré au niveau de l'aire préoptique une forte intrication 

morphologique entre les cellules qui expriment la nNOS et les corps cellulaires des neurones 

à GnRH et des études réalisées in vivo et in vitro, utilisant des inhibiteurs des NOS, ont révélé 

que la synthèse et la libération de NO par l'hypothalamus étaient indispensables pour la 

sécrétion basale chez le mâle (Rettori et al., 1993) et pour la survenue du pic de LH chez les 

rates OVX et supplémentées en œstradiol et en progestérone (Bonavera et al., 1993b, 1994). 

Etant donné que le NO est un gaz diffusible agissant directement sur ses cellules voisines sans 

nécessité de récepteurs, il a été émis 1 'hypothèse qu'un nombre important des effets induits 

par certains neurotransmetteurs et neuropeptides sur le système à GnRH -notamment ceux de 

la noradrénaline (Rettori et al., 1992, 1993, 1997; Canteros et al., 1996), du glutamate 

(Bonavera et al., 1993b; Bhat et al., 1998), du NPY (Bonavera et al., 1996), du GABA 
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(Seilicovich et al., 1995), et de la ~-endorphine (Pu et al., 1997; Faletti et al., 1999)- seraient 

effectués par l'intermédiaire de neurones produisant le NO. 

Il apparaÎt ainsi que le NO intervient peu au sein même du noyau arqué mais qu'il 

joue un rôle majeur dans la régulation du système à GnRH au niveau de l'aire préoptique. 

Les neurones contenant de la NOS pourraient notamment être des intermédiaires importants 

dans les modulations initiées par le noyau arqué. 

d- Dopamine 

Le premier transmetteur décrit dans le noyau arqué a été la dopamine (Ungerstedt, 

1971 ; Chan-Palay et al., 1984; Ruggiero et al., 1984). Les neurones dopaminergiques, 

identifiés par leur immunoréactivité pour la tyrosine hydroxylase (TH), sont distribués dans la 

partie dorsolatérale du noyau. Plus de 80% des neurones immunoréactifs pour la TH, 

expriment le récepteur aux œstrogènes a (Simonian et al., 1999) et le récepteur à la 

progestérone (Fox et al., 1990). Au niveau du noyau arqué, un traitement chronique avec 

l'œstradiol provoque une diminution de l'activité TH et des niveaux d'expression d'ARNm 

codant la TH (Demarest et al., 1984; Arita et Kimura, 1987; Jones et Naftolin, 1990; 

Rasmussen et al., 1992; Arbogast et Voogt, 1993) et ces effets sont inversés suite à 

l'administration de progestérone (Arbogast et Voogt, 1993). Cependant les neurones à 

dopamine du noyau arqué ne semblent pas se projetter vers l'aire préoptique (Simonian et al., 

1999). L'expression des récepteurs à la dopamine D1-R et D2-R a par ailleurs été rapportée 

dans le noyau arqué (Dubois et al., 1986 ; Velasco et Luchsinger, 1998). 

En 1976, Rotsztejn et al. montrent que la dopamine stimule in vitro une libération 

rapide de GnRH par des fragments d'hypothalamus médiobasaux de mâles intacts et de 

femelles OVX +E2. En revanche, la dopamine ne stimule pas une telle libération par des 
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fragments d'hypothalamus médiobasaux de femelles OVX non supplémentées. Negro-Vilar et 

al. (1979) indiquent, par ailleurs, que les concentrations de dopamine nécessaires pour 

stimuler la libération de GnRH par des fragments d'hypothalamus médiobasaux sont plus 

élevées que celles utilisées pour les fragments d'éminence médiane suggérant l'implication du 

noyau arqué dans cette libération de GnRH induite par la dopamine. De plus, l'inhibition de la 

sécrétion de GnRH par les peptides opioïdes pourrait passer par l'inhibition de la sécrétion de 

dopamine. En effet, Rotsztejn et al. (1978b) montrent que la Met-enképhaline inhibe la 

sécrétion de GnRH induite par la dopamine. Aussi, la naloxone, antagoniste des récepteurs 

aux peptides opioïdes, stimule de façon concomitante la sécrétion de GnRH, de dopamine et 

de noradrénaline par des fragments incluant l'aire préoptique et l'éminence médiane (Leadem 

et al., 1985b) ou l'éminence médiane seule (Rasmussen et al., 1988). 

Ainsi la dopamine est considérée comme un facteur stimulateur sur la sécrétion de 

GnRH et les peptides opioïdes induiraient en partie leurs effets inhibiteurs sur cette sécrétion 

via l'inhibition du système dopaminergique. 

1.2.3. Facteurs gliaux 

Dans le système nerveux central et l'hypothalamus, en plus d'une communication 

'classique' neurones---+neurones, l'existence d'une communication glie~neurones est établie 

et serait impliquée dans la régulation de nombreux systèmes hypothalamiques. En effet, il est 

désonnais admis que les astrocytes hypothalamiques sécrètent des substances trophiques de 

nature peptidergique pour agir sur le développement et l'activité sécrétoire de certains 

systèmes neuronaux dont le système à GnRH. 
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a- TGFa (Transforming Growth Factor a) 

Le TGFa est un polypeptide exprimé dans de nombreuses cellules astrocytaires du 

noyau arqué (Ma et al., 1992). Les niveaux de l'ARNm codant le TGFa dans l'hypothalamus 

médiobasal augmentent de façon importante le jour du proœstrus ou chez des femelles 

ovariectomisées et supplémentées en œstrogènes et progestérone (Ma et al., 1992). Le noyau 

arqué semble participer pour une part importante à cette augmentation (Ma et al., 1992). 

L'action du TGFa dans la régulation de l'activité des neurones à GnRH a été 

caractérisée grâce aux travaux de l'équipe d'Ojeda: le TGFa stimule la libération de GnRH à 

partir de fragments d'éminence médiane maintenus en survie (Ojeda et al., 1990) et constitue 

l'un des facteurs déclencheurs de la puberté chez la rate (Junier et al., 1991 ; Ma et al., 1992). 

Le fait que les neurones à GnRH n'expriment pas le récepteur à l'EGF (epidermal growth 

factor), récepteur capable de transduire le message du TGFa, a conduit à émettre l'hypothèse 

selon laquelle le TGFa agirait sur des types cellulaires intermédiaires pour induire la 

sécrétion de GnRH (Ma et al., 1994a; Voigt et al., 1996). Etant donné que le récepteur à 

I'EGF est exprimé dans le noyau arqué (Ma et al., 1994b), l'action du TGFa sur le système à 

GnRH pourrait donc s'effectuer par l'intermédiaire de neurones localisés dans ce noyau. 

b- Superfamille du TGFB 

L' ARNm codant le TGF~ 1 et une immunoréactivité pour le TGF~ 1 _3 ont été détectés 

dans le noyau arqué (Unsicker et al., 1991 ; Gayle et al., 1999; Plata-Salaman et al., 2000) et 

les astrocytes apparaissent comme la principale source produisant le TGF~ 1 (Melcangi et al., 

1995 ; Buchanan et al., 2000 ; Melcangi et al., 2000). 

Meleangi et ses collaborateurs ont été les premiers à impliquer le TGF~ dans la 

régulation des neurones à GnRH (Melcangi et al., 1995 ; Galbiati et al., 1996). En effet, ils 

ont observé que le milieu de culture, conditionné par des astrocytes immatures, contient un 
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facteur thennostable capable d'induire la sécrétion de GnRH par la lignée GT1 en culture et 

que ce facteur responsable d'une telle action est le TGFP (Melcangi et al., 1995). La même 

équipe montre que le TGFp, en plus de stimuler la libération de GnRH par les neurones GT1, 

est capable de moduler l'expression de l' ARNm de la GnRH (Galbiati et al., 1996; Messi et 

al., 1999). Le TGFP agit sur sa cellule cible par l'intermédiaire de deux types de récepteurs 

Sérine/Thréonine kinase, nommés TGFP-RI et TGFP-RII (Bassing et al., 1994). Nous avons 

récemment observé que le TGFP-RI (B1) était exprimé dans les régions hypothalamiques 

associées à la reproduction (aire préoptique, noyau arqué) et plus précisément par les 

neurones à GnRH (Prevot et al., 2000b). Ces résultats nous permettent d'envisager que, 

contrairement au TGFa, le TGFP peut agir directement sur le neurone à GnRH. Le TGFP 

pourrait par ailleurs jouer un rôle-clef dans le rétrocontrôle stéroïdien s'exerçant sur les 

neurones à GnRH. En effet, très récemment l'équipe de Brann a montré que l'œstradiol 

stimulait la production de TGFP par des astrocytes hypothalamiques maintenus en culture et 

que ces derniers exprimaient les récepteurs ER-a et ER-P aux œstrogènes (Buchanan et al, 

2000). De plus, Melcangi et al. (2000) rapportent également que l' ARNm codant le TGFP 

varie au cours du cycle œstrien dans l'hypothalamus de rat avec un pic d'expression le jour du 

proœstrus. Des résultats similaires ont été observés chez des rates ovariectomisées et 

supplémentées en œstrogènes. 

Un autre membre de la superfamille des TGFp, l'activine, stimule la libération de 

GnRH in vitro à partir de neurones à GnRH de la lignée GT1-7 (Gonzalez-Manchon et al., 

1991 ; MacConell et al., 1999), et de fragments d'hypothalamus (Calogero et al., 1998). En 

parallèle, l'activine est capable de stimuler la production d' ARNm GnRH sur des lignées 

neuronales GT1-7 (MacConell et al., 1999) et in vivo (Lee et Rivier, 1997). L'activine, 

initialement isolée dans les gonades (Meunier et al., 1988), est une molécule synthétisée par 
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certaines populations neuronales du septum et de l'aire préoptique (Yale et al., 1988; 

MacConell et al., 1998). Le récepteur à l'activine Act-RII et des sites de liaison pour 

l'activine sont présents dans de nombreux noyaux hypothalamiques impliqués dans la 

régulation de la reproduction tels que l'aire préoptique et le noyau arqué (Cameron et al., 

1994). La présence de fibres immunoréactives pour l'activine à proximité des corps cellulaires 

à GnRH (Mac Conel et al., 1998) et l'expression du récepteur de type I B1 au TGF~ et à 

l'activine par les neurones à GnRH (Prevot et al., 2000b), suggèrent que l'activine agirait 

directement sur les neurones à GnRH pour en moduler l'activité. 

Ainsi, les membres de la superfamil!e du TGF/3 peuvent agir directement sur l'activité 

des neurones à GnRH et apparaîssent ainsi comme des facteurs-clefs dans cette régulation. 

Cependant, l'implication de cette superfamille dans la régulation des systèmes neuronaux du 

noyau arqué n'est pas encore établie. 

c- bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) 

Le bFGF, également dénommé FGF-2, est un facteur de croissance glial dont l'ARNm 

et la protéine sont exprimés dans le noyau arqué (Shimasaki et al., 1988; Emoto et al., 1989; 

Gonzalez et al., 1994 ; Smyth et al., 1997). Le bFGF agit sur sa cellule cible via un récepteur 

tyrosine kinase (Schlessinger et Ullrich, 1992) et est impliqué notamment dans le 

développement de nombreuses populations neuronales. L'expression de l' ARNm et de la 

protéine du récepteur au bFGF, de type bFGF-R1, a été décrite dans l'hypothalamus et plus 

précisément dans le noyau arqué (Gonzalez et al., 1994; Matsuo et al., 1994; Gonzalez et al., 

1995 ; Smyth et al., 1997). Outre que ce facteur faciliterait la différentiation et la survie des 

neurones à GnRH, il stimulerait la maturation de la prohormone GnRH (Tsai et al., 1995 ; 

Voigt et al., 1996; Wetsel et al., 1996). 
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d- Interleukines 

Les interleukines (IL) représentent une famille de facteurs impliqués dans la médiation 

de la communication bidirectionelle entre les sytèmes immuns et neuroendocriniens 

(Besedovsky et del Rey, 1992). Ces cytokines, en plus d'être sécrétées par les macrophages au 

niveau périphérique, ont la particularité d'être synthétisées par le système nerveux central. 

Ainsi, la présence d'ARNm codant l'IL-l ou l'IL-2 a été rapportée dans le noyau arqué 

(Lapchak et Araujo, 1993 ; Yabuuchi et al., 1993) et les types cellulaires produisant les IL 

sont de nature gliale (Yabuuchi et al., 1993). L'injection intracérébroventriculaire d'IL-l 

induit après 30 minutes à lh une activation du proto-oncogène c-fos dans le noyau arqué, 

tandis que l'injection de cette cytokine en intra-veineuse est sans effet (Rivest et al., 1992). 

Ces résultats suggèrent que seule la production d'IL produite dans le système nerveux central 

aurait une action au niveau du noyau arqué et non celle produite en périphérie. Des études 

s'intéressant à l'expression des ARNm codant le récepteur de type 1 à l'IL-l, nommé IL-lRl, 

et des récepteurs à l'IL-2 ont été réalisées et ont révélé leur présence dans le noyau arqué 

(Lapchak et Araujo, 1993 ; Yabuuchi et al., 1994; Ericsson et al., 1995). Les systèmes cibles 

de 1 'IL dans le noyau arqué semblent être principalement les catécholamines et les peptides 

opioïdes. En effet, l'injection intrapéritonéale d'IL-l induit une augmentation des taux de 

dopamine et noradrénaline dans le noyau arqué. Par ailleurs, des études réalisées à partir de 

tranches d'hypothalami ont révélé que l'IL-2 produisait une diminution de la libération de 

noradrénaline et un augmentation de la libération de methionine-enképhaline et P-endorphine 

(Lapchak et Araujo, 1993). 

L'IL-l est 1 'interleukine qui a été la plus étudiée en relation avec la régulation du 

système à GnRH. Il apparaît notamment que l'IL-l est un système inhibiteur de l'axe 

hypothalamo-hypophyso-gonadique (Rivier et Yale, 1990). Ainsi, l'injection 
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intracérébroventriculaire d'IL-l inhibe la libération de LH chez le rat mâle castré (Rivier et 

V ale, 1989) et bloque la survenue du pic de LH induit par la progestérone chez des femelles 

ovariectomisées et supplémentées en œstrogènes (Kalra et al., 1990a). L'action de l'IL-l sur 

la libération de LH semble être véhiculée via une action au niveau central, c'est-à-dire via une 

diminution de la libération de GnRH (Kalra et al., 1990a; Rivest et Rivier, 1993). L'effet 

inhibiteur de l'IL-l sur la libération de GnRH n'est observé qu'à partir de fragments incluant 

l'aire préoptique et l'hypothalamus médiobasal et non à partir de fragments d'hypothalamus 

médiobasal seuls (Kalra et al., 1990a). De plus, Kalra et al. (1990b) observent que la 

naloxone inverse les effets de l'IL-l sur la libération de GnRH suggérant que l'IL-l induirait 

son inhibition sur la libération de GnRH via une stimulation du système ~-endorphinergique 

de 1 'hypothalamus. 

Les facteurs sécrétés par les cellules gliales hypothalamiques semblent donc jouer un 

rôle important dans la physiologie de régulation de nombreux systèmes neuronaux 

hypothalamiques dont les neurones à GnRH. 

1.2.4. Leptine 

La leptine est une hormone produite à partir du gène ob et sécrétée par le tissu adipeux 

(Ogawa et al., 1995). L'hypothalamus, et plus précisément le noyau arqué, est l'un des sites 

d'action de la leptine au niveau du système nerveux central. En effet, des auteurs ont mis en 

évidence la présence de sites de liaison pour la leptine (Stephens et al., 1995 ; Mercer et al., 

1996a; Schwartz et al., 1996; Corp et al., 1998) et d'ARNm codant le récepteur à la leptine 

(Ob-R) dans le noyau arqué (Mercer et al., 1996a; Bennett et al., 1998 ; De Matteis et Cinti, 

1998; Diano et al., 1998; Shioda et al., 1998). De plus, l'injection périphérique de ce 

polypeptide de 166 acides aminés induit l'expression du proto-oncogène c-fos (témoin 
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d'activation neuronale) dans le noyau arqué (Woods et Stock, 1996; Luckman et al., 1999; 

Elias et al., 2000). Par la suite deux principaux systèmes cibles de la leptine ont été 

caractérisés dans le noyau arqué : les neurones synthétisant le NPY et ceux exprimant la 

POMC (Mercer et al., 1996b; Schwartz et al., 1997; Cheung et al., 1997; Hakansson et al., 

1998; Elias et al., 1999; Baskin et al., 1999). Initialement, la leptine a été considérée comme 

une molécule impliquée dans le statut nutritionel de l'individu. En effet, l'injection de leptine 

provoque une diminution de la prise alimentaire et une augmentation des dépenses 

énergétiques (Meister, 2000). Mais très rapidement, étant donné que des troubles de 

1' équilibre nutritionel produisent des altérations de 1' axe reproducteur (Bray, 1997), cette 

honnone a été impliquée dans la régulation du système à GnRH. Ainsi, la leptine est 

considérée comme un activateur métabolique du système à GnRH. En 1997, le groupe de 

McCann montre que la leptine module la fonction hypothalamo-hypophysaire, en agissant au 

niveau de l'hypothalamus médiobasal en stimulant la sécrétion de GnRH (Yu et al., 1997). La 

leptine serait également un signal déclencheur de la puberté (Ahima et al., 1997). Nous 

noterons cependant qu'à fortes doses, la leptine inhibe la sécrétion de GnRH (Yu et al., 1997). 

Enfin, les stéroïdes gonadiques semblent pouvoir moduler directement l'expression des 

récepteurs à la leptine dans l'hypothalamus puisqu'une coexpression du récepteur à la leptine 

et du récepteur aux œstrogènes a été observée dans l'aire préoptique et le noyau arqué (Diano 

et al., 1998) et l'administration d'œstrogènes à des femelles ovariectomisées induit une 

diminution des taux d' ARNm codant le récepteur à la leptine dans le noyau arqué (Bennett et 

al., 1998). 

1.3. Conclusion 

Il apparaît par conséquent que le noyau arqué est un noyau doté d'un haut niveau de 

complexité en terme d'organisation interne et de connectivité. Le noyau arqué est l'une des 
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Tableau 1. Effets directs ou indirects des différents facteurs hypothalamiques sur le système à 
GnRH. +, effet stimulateur; -, effet inhibiteur; ND, non déterminé. TN, expression 
exclusivement dans les terminaisons nerveuses. GTl, études réalisées exclusivement 
sur la lignée neuronale GTl. 

Facteur Appositions 1 Présence de Action sur Action sur la 
Contacts récepteurs ? l'expression libération de 

de I'ARNm GnRH 
codant la 
GnRH 

NPY Oui Y1 (TN) + + 

Galanine Oui GaiR1 ND + 

GALP ND ND + ND 
(observations 
personnelles) 

AGRP ND ND ND + 

Glutamate/Aspartate Oui NMDA-R1, + + 
NMDA-R2, 
KA2 

Dopamine Oui D1-R (GT1} + + 

NO étroite +/- (selon les auteurs) + 
association 
morphologique 

Activine Oui 81 + + 

TG Fa ND Non ND + 

TGF~ ND 81 - + 

Leptine ND 08-R (GT1} sans effet (GT1} + 

Neurotensine ND ND ND +/- (selon l'état 
stéroïdien) 

Substance P Oui ND ND +/- (selon l'état 
stéroïdien) 

GA8A Oui GA8AA - +/- (selon la dose) 

~-endorphine Oui Non - -

Enképhalines Oui Non ND -

Dynorphine Oui Non ND -
a-MSH ND ND ND -

GnRH Oui ND - -

Interleukines ND ND - -



cibles privilégiées des stéroïdes gonadiques et par ailleurs il renferme les cellules synthétisant 

les principaux facteurs neuronaux régulant l'activité des neurones à GnRH. Le tableau 1 

étudie la possibilité d'action directe ou indirecte, et les effets connus de ces facteurs sur les 

neurones à GnRH. Ainsi, au sein du noyau arqué, les neurones à POMC (~-endorphine) sont 

1 'un des principaux systèmes inhibiteurs et les neurones synthétisant le NPY constituent l'un 

des principaux systèmes stimulateurs sur le système à GnRH. Il ressort également de notre 

travail de synthèse, qu'au sein du noyau arqué, d'autres facteurs neuronaux généralement 

synthétisés par des intemeurones (GABA, la galanine, le glutamate, ... ) sont impliqués 

localement dans la régulation des neurones du noyau arqué. Enfin, nous voyons également 

émerger dans la régulation de l'axe à GnRH l'implication de facteurs gliaux qui eux aussi se 

retrouvent dans le noyau arqué. Ce noyau apparaît donc comme une région privilégiée de la 

régulation du système à GnRH. 

Lors de notre travail de thèse, nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux 

régulations qui pouvaient s'opérer sur le système à POMC du noyau arqué. Le chapitre 

suivant a précisément pour but de déterminer l'état actuel des connaissances sur ce système. 
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POMC 

Exon 1 Exon 2 Exon 3 

ADN -
5

-·--

ARNm 

peptide 

1 

Figure 4. 

AAAAAAA 

16K ACTH ~-LPH 

Représentation schématique du gène de la proopiomélanocortine (POMC) 
et des divers peptides issus de la maturation post-traductionnelle de son 
peptide précurseur. Les facteurs représentés en rouges sont ceux dont 
1 'expression est prédominante dans le noyau arqué (hachuré, expression 
relative). 



II. Etat des connaissances sur le système à POMC 

11.1. Anatomie et caractéristiques fonctionnelles du système à POMC 

Etant donné que la ~-endorphine est le peptide dérivé de la POMC le plus impliqué 

dans la régulation du système à GnRH, nous nous sommes intéressés principalement à ce 

peptide. 

a- Anatomie 

En 1976, la ~-endorphine est isolée et caractérisée indépendamment par deux 

laboratoires (Bradbury et al., 1976a; Li et al., 1976). Bradbury est le premier à découvrir que 

ce peptide de 31 acides aminés est exprimé dans le cerveau (Bradbury et al., 1976a). Les 

auteurs ont ensuite découvert que ce peptide avait la capacité de se fixer à haute affinité sur 

les récepteurs aux opioïdes (e.g. 111) et ont ainsi émis l'hypothèse que la ~-endorphine jouerait 

un rôle physiologique majeur dans le cerveau et notamment pourrait être le peptide endogène 

reflétant les phénomènes associés à l'administration de morphine (Bradbury et al., 1976a, 

1976b; Li et al., 1976; Ferrara et al., 1979). Par la suite, il a été montré que la ~-endorphine, 

mais aussi l' ACTH, l' a- et la ~-MSH, l'a-endorphine et la ~-lipotropine, dérivaient d'un 

précurseur commun de 31 kilodaltons, nommé proopiomélanocortine ou POMC (Figure 4) 

(Mains et al., 1977; Liotta et al., 1979; Hope et al., 1981). La plupart des péricaryons du 

système à POMC du système nerveux central est localisée dans le noyau arqué (Jacobowitz et 

O'Donohue, 1978; O'Donohue et al., 1979a, 1979b, 1982; Finley et al., 1981a; Mezey et 

al., 1985). Le nombre estimé de neurones synthétisant l' ARNm codant la POMC dans le 

noyau arqué de rat est d'environ 10 000 (Gee et al., 1983). Les neurones à POMC sont 

polygonaux, avec un diamètre de 10 à 15 !lill, et pour la plupart localisés dans la partie 

ventrolatérale du noyau (Figure 5). Quelques neurones à POMC sont également localisés au 

niveau de la zone sous-épendymaire de l'éminence médiane. A noter que les deux principaux 
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produits de clivages de la POMC dans le noyau arqué (i.e. la ~-endorphine et l'a-MSH) sont 

coexprimés dans les mêmes neurones. Les fibres et terminaisons nerveuses à ~-endorphine 

sont distribuées dans de nombreuses régions cérébrales et principalement dans les régions 

septo-préoptiques (Finley et al., 1981a). 

Par ailleurs, de fortes concentrations de ~-endorphine ont été observées dans le sang 

porte hypophysaire (Lissitzky et al., 1980; Sarkar et Yen, 1985; Sarkar et Minami, 1995). 

Cependant des éléments laissaient planer le doute quant à l'origine de cette ~-endorphine 

rencontrée dans le sang porte. En effet, au niveau de l'éminence médiane, de rares fibres à ~­

endorphine sont retrouvées dans la zone interne (Hisano et al., 1982), zone éloignée des 

capillaires du système porte hypophysaire, et non dans la zone externe (Ibata et al., 1985). 

L'hypothèse initialement émise était que la ~-endorphine présente dans le sang porte 

hypophysaire provenait d'une circulation de sang rétrograde de l'hypophyse (organe 

synthétisant également la ~-endorphine dans sa partie intermédiaire) vers le cerveau (Oliver et 

al., 1977; Bergland et Page, 1978). Cependant des travaux ont déterminé que la ~-endorphine 

sécrétée dans le sang porte hypophysaire aurait pour origine l'hypothalamus médiobasal. Tout 

d'abord, Sarkar et Y en ( 1985) observent que la ~-endorphine est toujours présente dans le 

sang porte même après hypophysectomie; ensuite, le profil chromatographique des extraits 

d'hypothalamus médiobasaux et de sang porte est similaire; enfin, Cheung et Hammer 

(1997a) en injectant du fluorogold par voie intra-péritonéale observent que 7% des neurones à 

~-endorphine du noyau arqué accumulent ce traceur rétrograde. Cette dernière observation 

signifierait qu'un faible nombre de neurones à ~-endorphine du noyau arqué pourraient se 

projetter dans l'éminence médiane et rentrer au contact des capillaires probablement via des 

anses intrainfundibulaires longues du système porte. 
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POMC/ARC antérieur 
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Figure 5. Principales caractéristiques physiologiques et fonctionnelles des neurones 
à POMC selon leur localisation dans le plan antéro-postérieur du noyau 
arqué (A, région la plus antérieure ; B, région la plus postérieure du noyau). 



Ainsi l'ensemble de ces données nous permet de penser que la fJ-endorphine retrouvée 

dans le sang porte hypophysaire aurait pour origine les neurones à POMC du noyau arqué. 

b- Hétérogénité des neurones à POMC 

L'analyse des études réalisées sur le système à POMC laisse apparaître clairement 

l'existence d'une hétérogénéité des neurones à POMC en terme de leurs projections vers 

d'autres régions cérébrales dont l'aire préoptique et leurs sensibilités à différents systèmes 

régulateurs et en particulier les stéroïdes gonadiques. Cette hétérogénéité dépend 

principalement de leur localisation selon le plan antéro-postérieur dans le noyau arqué (Figure 

5). Pour les projections, Cheung et Hammer (1995a), grâce à l'injection de fluorogold dans 

l'aire préoptique, ont révélé que dans le noyau arqué antérieur, une plus forte proportion de 

neurones à POMC se projettaient vers l'aire préoptique (54%). En ce qui concerne la 

physiologie de régulation du système à POMC, les neurones à POMC sont absents dans la 

région la plus antérieure du noyau arqué chez les femelles prépubères et apparaissent au 

moment de la survenue de la puberté (Mann et al., 1999). Ce phénomène semble corrélé à une 

augmentation de l'expression de l'ARNm POMC au moment de la puberté exclusivement 

dans le noyau arqué antérieur (Wiemann et al., 1989). Par ailleurs, les stéroïdes gonadiques 

(œstrogènes, testostérone) apparaissent moduler l'expression de l' ARNm POMC uniquement 

dans le noyau arqué antérieur (Chowen-Breed et al., 1989b; Chowen et al., 1990; Tong et 

al., 1990; Cheung et Hammer, 1995a). Il est également très intéressant de noter qu'un déclin 

de l'expression de l'ARNm POMC est observé dans le noyau arqué antérieur peu avant la 

survenue du pic préovulatoire de GnRH/LH (Bohler et al., 1991). 

Ainsi les neurones à POMC localisés dans le noyau arqué antérieur semblent 

participer activement à la régulation du système à GnRH. 
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Figure 6. 
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Principaux facteurs modulant 1 'activité des neurones à POMC. 
Les facteurs stimulateurs et inhibiteurs sont, respectivement, indiqués en rouge 
et en vert. Les facteurs indiqués en noir sont ceux dont la nature de 1 'action n 'est 
pas encore connue. Les récepteurs activés sont indiqués entre parenthèses. 



c- L'activité des neurones à POMC est circadienne et cyclique 

L'activité des neurones à POMC présente un cycle circadien. Les niveaux les plus bas 

d' ARNm codant la POMC (Steiner et al., 1994) et de ~-endorphine (Kerdelhué et al., 1983) 

sont observés en soirée. Il a par ailleurs été observé une induction nocturne du proto-oncogène 

c-fos dans l'hypothalamus médiobasal, induction restreinte aux neurones à POMC (Jamali et 

Tramu, 1997, 1999). Les stéroïdes gonadiques semblent participer de façon active à ce rythme 

circadien: les niveaux d' ARNm POMC restent faibles et constants chez les mâles 

orchidectomisés (Steiner et al., 1994) ou les femelles ovariectomisées (Wise et al., 1990). 

Sarkar et ses collaborateurs (1985, 1995) montrent que la sécrétion de ~-endorphine 

dans le sang porte est pulsatile et cyclique avec des niveaux de ~-endorphine dans le sang 

porte hypophysaire au plus bas l'après-midi du proœstrus, jour du pic préovulatoire de 

GnRH/LH. Ces auteurs mettent également en évidence l'existence d'une corrélation inverse 

entre les taux de GnRH et les taux de ~-endorphine mesurés dans la circulation porte (Sarkar 

et Yen, 1985; Sarkar et Minami, 1995). En parallèle, Wise et al. (1990) observent que les 

niveaux d'ARNm codant la POMC sont au plus faible l'après-midi du proœstrus. 

Ainsi, l'activité des neurones à POMC présente une activité circadienne stéroïdo­

dépendante mais également une activité cyclique minimale l'après-midi du proœstrus peu 

avant le pic préovulatoire de GnRH. 

11.2. Régulation du système à POMC 

Les différents facteurs régulant le système à POMC du noyau arqué sont abordés dans 

ce chapitre et illustrés dans la figure 6. 
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11.2.1. Modulation par les stéroïdes gonadiques 

a- Œstrogènes, Progestérone 

De nombreuses études se sont intéressées à déterminer le rôle respectif des œstrogènes 

et de la progestérone sur l'activité des neurones à POMC. La notion communément admise est 

que les œstrogènes sont inhibiteurs de l'activité des neurones à POMC (Wilcox et Roberts, 

1985; Tong et al., 1990; Petersen et al., 1993b). Notamment, les œstrogènes provoquent une 

diminution des taux d' ARNm POMC, chez la femelle ovariectomisée, juste avant le pic de 

LH induit par la progestérone (Petersen et al., 1993b ). Une action directe des œstrogènes sur 

l'activité des neurones à POMC peut être envisagée sur une faible population de neurones à 

POMC étant donné que 5 à 7% des neurones à ~-endorphine expriment le récepteur aux 

œstrogènes (Morrell et al., 1985; Jirikowski et al., 1986; Shivers et al., 1989; Lehman et 

Karsch, 1993 ; Miller et al., 1995 ; Simonian et al., 1999). Par ailleurs, de récents travaux de 

Simonian et al. (1999) ont montré qu'aucun neurone à ~-endorphine se projettant vers l'aire 

préoptique exprimait le récepteur aux œstrogènes ER-a. Par conséquent, ces données 

suggèrent que les stéroïdes gonadiques moduleraient l'activité des neurones à POMC en 

empruntant principalement une voie transsynaptique. Le phénotype des neurones relais est 

encore indéterminé. 

En ce qui concerne la progestérone, il ressort de la littérature qu'elle va provoquer 

dans un premier temps un effet inhibiteur sur l'activité des neurones à POMC (Wise et al., 

1990; Petersen et al., 1993b) suivi d'un effet stimulateur à plus long terme (Cheung et al., 

1995b ). Des études réalisées chez le rat (Fox et al., 1990), le cobaye (Olster et Blaustein, 

1990) et le singe (Bethea et Widmann, 1996) ont révélé que 25 à 30% des neurones à POMC 

exprimaient le récepteur à la progestérone suggérant un effet direct de la progestérone sur 

certains neurones à POMC. La non corrélation entre la proportion de neurones à POMC qui 

expriment le récepteur aux œstrogènes (5-7%) et celle qui exprime le récepteur à la 

' 
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progestérone (25-30%) paraît surprenante étant donné que Warembourg et al. (1989) ont 

montré, chez le cobaye, que la vaste majorité des cellules immunopositives pour le récepteur à 

la progestérone 1 'étaient aussi pour le récepteur aux œstrogènes dans le noyau arqué. 

b- Androgènes 

Les effets de la castration sur les niveaux d' ARNm POMC dans le noyau arqué sont 

ambigus. Il ressort néanmoins que seule l'orchidectomie à court terme provoque des effets 

non controversés sur le système à POMC : 1 à 4 jours d'orchidectomie induisent une 

diminution des taux d' ARNm POMC corrélée avec une diminution des niveaux de ~­

endorphine contenus dans le noyau arqué (Chowen-Breed et al., 1989a, 1989b). La 

testostérone, via son aromatisation en œstradiol, est le stéroïde gonadique impliqué dans cette 

modulation des niveaux d'ARNm associée à la castration (Chowen-Breed et al., 1989a, 

1989b; Chowen et al., 1990). 

Ainsi, les stéroïdes gonadiques exercent un rôle complexe dans la physiologie de 

régulation du système à POMC. Les œstrogènes inhiberaient, principalement par voie 

transynaptique, l'activité des neurones à POMC afin de permettre, en association avec la 

progestérone, la desinhibition du système à GnRH et donc la survenue du pic de GnRHILH 

Puis, la progestérone stimulerait le système à POMC afin de mettre fin à cette sécrétion 

massive de GnRHILH en début de l'œstrus. De plus, les œstrogènes apparaissent comme les 

principaux stéroïdes impliqués dans cette régulation à la fois chez la femelle et le mâle. 

11.2.2. Facteurs non stéroïdiens impliqués dans la régulation du système à POMC 

a- Peptides dérivés de la POMC 
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L'implication des produits de clivage de la POMC dans la régulation des neurones à 

POMC a été suggérée suite à l'observation de contacts synaptiques entre des terminaisons 

nerveuses et des corps cellulaires immunopositifs pour 1 'ACTH dans le noyau arqué (Chen et 

Pelletier, 1983 ; Kiss et Williams, 1983). Des travaux ont par la suite permis de suggérer que 

la fJ-endorphine participait à la régulation de l'activité des neurones à POMC. En effet, 

l'injection de morphine conduit à la diminution de l'expression de l'ARNm POMC (Bronstein 

et al., 1990; Garcia de Yebennes et Pelletier, 1993; Wardlaw et al., 1996). De plus, des 

études électrophysiologiques ont révélé que 82% des neurones du noyau arqué étaient inhibés 

par la ~-endorphine (MacMillan et Clarke, 1983). Plus spécifiquement, Kelly et al. (1990) ont 

montré que l'activité électrique des neurones à POMC était modifiée en présence de ~­

endorphine. L'existence de récepteurs Il a par ailleurs été démontrée dans le noyau arqué 

(Mansour et al., 1994) mais la preuve de la présence de ce récepteur dans les neurones à 

POMC n'avait pas, au moment où nous avons entrepris notre travail de thèse, été établie. 

L'implication de l' a-MSH dans la régulation de l'activité des neurones à POMC a 

récemment été confirmée par le fait que les neurones à POMC du noyau arqué exprimaient 

I'ARNm codant le récepteur MC3-R (Bagnolet al., 1999; Jégou et al., 2000). L'a-MSH 

semblerait, comme la ~-endorphine, avoir un effet inhibiteur sur le système à POMC puisque 

l'injection intracérébroventiculaire d'un antagoniste du récepteur MC4, le SHU9119, induit 

une augmentation dè l'expression de l'ARNm codant la POMC dans le noyau arqué 

(Raposinho et al., 2000). Etant donné que les neurones à POMC n'expriment pas l' ARNm 

codant le récepteur MC4 (Bagnol et al., 1999), le SHU9119 exercerait ses effets sur les 

neurones à POMC de façon indirecte. La leptine pourrait être l'un des médiateurs de cette 

action puisque ses concentrations plasmatiques sont augmentées après injection de SHU9119 

(Raposinho et al., 2000) et cette hormone exerce une action stimulatrice directe sur le système 

à POMC (Schwartz et al., 1997; Cheung et al., 1997b). 
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b- Galanine 

Alors que de nombreux éléments galaninergiques sont rencontrés dans le noyau arqué, 

l'implication de la galanine dans la régulation de l'activité des neurones à POMC a été peu 

étudiée. En effet seule une étude morphologique réalisée par Horvath et al. (1995a), a mis en 

évidence la présence de connexions synaptiques, axa-somatiques et axo-dendritiques, entre 

les fibres à galanine et les neurones à ~-endorphine. La vaste majorité (89,6%) des neurones à 

~-endorphine présentent des afférences galaninergiques à leur proximité (Horvath et al., 

1995a), suggérant que la galanine peut être l'un des régulateurs majeurs du système à POMC. 

La présence de nombreuses cellules exprimant l' ARNm codant les récepteurs de la galanine 

GalR1 (Mitchell et al., 1997b) et GalR2 (Mitchell et al., 1999a) ainsi que l'observation de 

nombreux sites de liaison pour la galanine (Lagny-Pourmir et Epelbaum, 1992; Planas et al., 

1994) dans le noyau arqué renforçent cette hypothèse. 

c-NPY 

L'implication du NPY dans la régulation de l'activité des neurones à POMC est bien 

documentée. Horvath et al. (1992b), en mettant en évidence la présence de synapses axa­

somatiques et axo-dendritiques entre les fibres à NPY et les neurones à ~-endorphine, 

suggèrent que le NPY pourrait moduler directement la sécrétion de ~-endorphine. Cette 

hypothèse est confirmée par Broberger et al. (1997) qui montrent que les ARNm codant le 

récepteur au NPY Y1-R est exprimé par les neurones à POMC. L'action du NPY sur la 

libération des peptides dérivés de la POMC est complexe: l'infusion chronique de NPY 

diminue la libération d'a-MSH (Blasquez et al., 1992, 1995) et stimule la libération de ~­

endorphine (Kalra et al., 1995). Ainsi il semble que le NPY ait une action différentielle sur le 

système à POMC suivant le peptide dérivé de la POMC considéré. Aussi, Kalra et al. (1995) 

montrent également que les stéroïdes gonadiques mâles semblent jouer un rôle important dans 
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cette inten-elation NPY /~-endorphine. En effet, le NPY a un effet stimulateur sur la libération 

de ~-endorphine chez des mâles castrés et non chez des mâles intacts (Kalra et al., 1995). 

L'injection intracérébroventriculaire de NPY induit une diminution des taux d' ARNm POMC 

dans le noyau arqué (Garcia de Yebennes et al., 1995). Cette action semble passer via le 

récepteur Y2 [récepteur par ailleurs exprimé dans le noyau arqué (Parker et Herzog, 1999)] 

puisque seul le NPY 13 _36 (un agoniste du récepteur Y2) a un effet sur les niveaux d' ARNm 

codant la POMC et pas le [Leu31 , Pro34]-NPY (agoniste du récepteur Y1) (Garcia de 

Yebennes et al., 1995). L'implication du récepteur Y1 dans les phénomènes de libération de 

~-endorphine ou d'cx-MSH ne peut cependant pas être exclue. 

d- Glutamate et Aspartate 

Des études réalisées sur des cellules hypothalamiques en culture ont montré que le 

glutamate stimulait la libération de ~-endorphine et la production d' ARNm codant la POMC 

(Yang et al., 1995). Ces effets semblent passer via le récepteur N-methyl-D-Aspartate 

(NMDA) puisque le NMDA stimule la libération de ~-endorphine (Bach et Yaksh, 1995) et 

d'cx-MSH (Wayman et Wilson, 1991, 1992; Wayman et al., 1994). A noter que cette 

libération d'cx-MSH induite par le NMDA est inhibée par la NG-nitro-L-arginine methyl ester 

(L-NAME), inhibiteur de la nitric oxide synthase (NOS), suggèrant que le NO serait un 

médiateur de l'effet du NMDA sur la libération d'cx-MSH (Wayman et al., 1994). Une étude 

immunohistochimique a par ailleurs révélé que la quasi-totalité des neurones à ~-endorphine 

exprimaient le récepteur métabotropique la (Kiss et al, 1997). 

e- GABA 

De nombreuses preuves expérimentales ont révélé que le GABA jouait un rôle majeur 

dans la régulation de l'activité des neurones à POMC. Des terminaisons nerveuses 
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GABAergiques sont observées au contact de neurones à POMC (Horvath et al., 1992a) et la 

majorité (60-75%) des neurones à POMC exprime le récepteur GABAA (Blasquez et al., 

1994). De plus, le GABA est considéré comme un inhibiteur puissant de l'activité des 

neurones à POMC puisque l'administration de GABA inhibe la libération d'a-MSH 

(Delhende et al., 1989; Blasquez et al., 1991 ; Mabley et al., 1991) et que l'administration 

d' agoniste du récepteur GABAA provoque une diminution des niveaux d'expression d' ARNm 

POMC principalement dans les neurones localisés dans le noyau arqué caudal (Garcia de 

Y ebenes et Pelletier, 1994). De façon intéressante, Horvath et al. (1992a) ont suggéré que le 

GABA pourrait moduler l'activité des neurones à GnRH via les neurones à POMC puisqu'ils 

ont mis en évidence la présence de contacts synaptiques GABAergiques sur des neurones à 

POMC se projettant vers l'aire préoptique. Cette hypothèse a été confirmée par Nikolarakis et 

al. (1988) montrant que l'inhibition des neurones à ~-endorphine par le GABA provoquait 

une levée d'inhibition exercée par les opioïdes sur le système à GnRH. 

f- Dopamine 

Des expériences utilisant l'halopéridol (antagoniste de la dopamine) ou la pergolide 

( agoniste de la dopamine) ont montré que chez le rat mâle et le rat femelle la dopamine 

stimulait la synthèse d' ARNm codant la POMC dans l'hypothalamus médiobasal mais 

n'aurait pas d'effet sur les concentrations de ~-endorphine ou d'a-MSH dans les tissus 

(Matera et Wardlaw, 1993). Ces résultats sont à mettre en parallèle avec les travaux de 

Rasmussen et al. (1987) rapportant que l'application de dopamine stimule la libération de ~­

endorphine. Certaines preuves expérimentales suggèrent que le récepteur D2 serait impliqué 

dans les effets de la dopamine sur le système à POMC (Tong et Pelletier, 1992 ; Matera et 

Wardlaw, 1993; Autelitano et van de Buuse, 1997). 
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g- Substance P 

Des évidences morphologiques suggèrent une potentielle action modulatrice de la 

substance P sur l'activité des neurones à POMC. En effet, les neurones à POMC sont entourés 

d'axones contenant la substance P (Tsuruo et al., 1983). Cependant Maeno et al. (1993) n'ont 

pas observé de cellules exprimant l'ARN codant le récepteur à la substance P (de type NK-1) 

dans le noyau arqué. 

h- Leptine 

Etant donné que la POMC et la leptine sont chacune impliquées dans la régulation de 

la prise alimentaire et la reproduction, 1 'hypothèse de 1' existence d'une interrelation entre ces 

deux systèmes a été émise très tôt (Cheung et al., 1997b; Schwartz et al., 1997; Thomton et 

al., 1997; Hakansson et al., 1998). Cheung et al. (1997b) ont mis en évidence que certains 

neurones à POMC avaient la capacité d'exprimer l' ARNm codant le récepteur à la leptine Ob­

R. En parallèle, Schwartz et al. (1997) montrent que l'injection intrapéritonéale de leptine 

augmente les niveaux d'expression d' ARNm codant la POMC et que ceux-ci diminuent chez 

des animaux ob/ob, génétiquement déficients en leptine. De même, l'injection de leptine 

induit l'expression de c-fos dans les neurones à POMC (Elias et al., 1999). 

i- Interleukines 

Lapchak et Araujo (1993) montrent que l'application d'IL-2 sur des tranches 

d'hypothalamus stimule la libération de ~-endorphine induite par le potassium. Par ailleurs, 

Kalra et al. (1990b) ont observé que l'effet inhibiteur de l'IL-l sur la sécrétion de GnRH 

s'exercerait via une action sur le système opioïdergique suggérant que l'IL-l stimulerait la 

libération de ~-endorphine. 
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11.3. Conclusion 

Alors que 1' action du glutamate, du GABA, de la leptine, du NPY sur le contrôle de 

l'activité des neurones à POMC a été détaillée dans la littérature, il ressort que très peu 

d'études se sont intéressées à la physiologie de la régulation des neurones à POMC par la 

galanine. Par ailleurs, même si la ~-endorphine semble moduler l'activité des neurones à 

POMC, l'expression du récepteur aux opioïdes Il par les neurones à POMC n'a pas été 

établie. Par ailleurs, malgrè l'émergence de nouveaux modes de régulations des neurones 

hypothalamiques par des facteurs gliaux, l'implication de ces facteurs dans la physiologie de 

régulation du système à POMC n'est pas encore connue. 

III. Conclusion générale et objectifs 

De nombreux facteurs sont exprimés dans le noyau arqué et parmi ceux-ci, une partie 

du système à POMC joue un rôle majeur dans la régulation du système à GnRH. C'est 

pourquoi, lors de notre travail de thèse, nous nous sommes principalement focalisés sur ce 

système neuronal à POMC en essayant de déterminer sa régulation par un facteur 

neuropeptidergique, la galanine, et par un facteur glial, le TGF~. De plus, étant donné 

l'implication des neurones à POMC localisés dans la partie antérieure du noyau arqué dans la 

régulation du système à GnRH, nous nous sommes efforcés, dans nos travaux, de régionaliser 

le noyau arqué en quatre subdivisions antéro-postérieures. 

Le premier aspect de notre thèse concerne l'étude de la régulation de l'activité des 

neurones à POMC par la galanine, neuropeptide jouant un rôle crucial sur l'activité des 

neurones à GnRH. Notre objectif a été double: 1) déterminer si les neurones à POMC sont 

cibles d'une action directe de la galanine et étudier l'influence des stéroïdes gonadiques sur 
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cette action et 2) déterminer la nature de l'action exercée par la galanine sur l'activité des 

neurones à POMC. 

Ensuite, alors que de nombreuses études se sont intéressées à la régulation du système 

à POMC par la ~-endorphine, la preuve d'une action directe de cette dernière sur les neurones 

à POMC demeure encore inconnue. Ainsi l'objectif de ce deuxième aspect de notre thèse a 

été de déterminer si les neurones à POMC avaient la capacité d'exprimer le récepteur le plus 

sélectif de la ~-endorphine, le récepteur )1. 

Le troisième objectif a été de s'intéresser à la possible régulation de l'activité des 

neurones à POMC par des facteurs gliaux tels que le TGF~. En effet, alors que l'existence 

d'une communication entre les cellules gliales et les neurones est admise pour le système à 

GnRH, la possible existence d'une telle interrelation pour les neurones à POMC demeure 

inconnue. Ainsi, notre objectif a été de déterminer 1) si les neurones à POMC pouvaient être 

la cible directe du TGF~, 2) d'examiner l'influence des stéroïdes gonadiques sur cette 

interrelation TGF~/POMC et enfin 3) de préciser la nature de l'action exercée par le TGF~ 

sur l'activité des neurones à POMC. 

Enfin, comme les données actuelles de la littérature semblent en faveur d'une action 

indirecte de la ~-endorphine sur les neurones à GnRH, notre quatrième objectif a été de 

caractériser, au niveau de l'aire préoptique, l'un des intermédiaires par lequel la ~-endorphine 

pouvait exercer son action sur le système à GnRH. Ainsi, notre objectif a été de déterminer si 

les neurones synthétisant le monoxyde d'azote pouvaient être l'un des médiateurs de l'action 

de la ~-endorphine sur le système à GnRH. 
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Figure 7. Microphotographie en microscopie confocale d'une section de noyau 
arqué de rat montrant un péricaryon immunomarqué à la (3-endorphine 
(fluorescence rouge) entouré d'éléments galaninergiques (fluorescence 
verte) à son proche voisinage (flèches blanches). Barre d'échelle, 3 1-Jm. 



1. Etude des interactions entre la galanine et les neurones à POMC 

1.1. Expression des ARNm codant les récepteurs de la galanine GalRl et GalR2 par les 

neurones à POMC :effet de la testostérone 

Notre premier objectif a été d'étudier l'éventualité d'une action directe de la galanine 

sur les neurones à POMC. Une telle éventualité était envisageable puisqu'une importante 

population de neurones à galanine -dont les fibres proviendraient de neurones locaux 

(Skofitsch et Jacobowitz, 1985; Horvath et al., 1995a)- est présente dans le noyau arqué 

(Melander et al., 1986) et que des contacts synaptiques axa-somatiques et axo-dendritiques 

sont observés entre la galanine et les neurones à ~-endorphine (Figure 7) (Horvath et al. 

1995a). Parallèlement, le clonage de deux récepteurs de la galanine, le GalR1 (Habert-Ortoli 

et al., 1994; Burgevin et al., 1995; Parker et al., 1995) et le GalR2 (Fathi et al., 1997; 

Howard et al., 1997; Wang et al., 1997; Bloomquist, 1998 ; Kolakowsky et al., 1998; Pang 

et al., 1998) a permis d'étudier la localisation précise de l'expression de leur ARNm dans le 

cerveau et de montrer que les ARNm codant ces récepteurs étaient largement exprimés dans 

la plupart des régions hypothalamiques impliquées dans la régulation du système à GnRH, en 

particulier dans le noyau arqué (Mitchell et al., 1997b, 1999a). 

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si les neurones à POMC 

pouvaient exprimer les ARNm codant les récepteurs de la galanine GalR1 et GalR2 et donc 

par ce biais, démontrer que les synapses réalisées par les fibres galaninergiques sur les 

neurones à POMC étaient fonctionnelles. Nous avons ainsi entrepris l'étude de l'expression 

de 1 'ARNm codant le GalR1 ou le GalR2 dans les neurones à POMC par un double marquage 

par hybridation in situ. A cet. effet, les ARNm antisens du GalR1 ou du GalR2 ont été 

marqués lors de leur transcription par l'incorporation de bases marquées au 35S-, alors que 
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l' ARNm antisens de la POMC, l'a été par incorporation de bases marquées à la digoxigénine. 

Les sondes marquées à la digoxigénine ont été révélées à l'aide d'anticorps couplés à la 

phosphatase alcaline et d'une réaction calorimétrique ; les sondes radiomarquées sont 

visualisées après dépôt d'une émulsion photographique. 

Etant donné que l'activité des neurones à POMC est régulée par la testostérone 

(Chowen-Breed et al., 1989a, 1989b), dans un deuxième temps, nous avons déterminé si 

l'expression de l' ARNm codant le GalRl ou le GalR2 dans les neurones à POMC était 

stéroïdo-dépendante. Ainsi nous avons quantifié, par analyse d'images, l'expression des taux 

relatifs d' ARNm codant le GalRI ou le GalR2 dans les neurones à POMC chez des mâles 

intacts, orchidectomisés, et orchidectomisés et supplémentés en testostérone. Etant donné 

l'hétérogénéité des neurones à POMC, le noyau arqué a été subdivisé en quatre régions 

antéro-postérieures précédemment décrites (confere chapitre II.l., section b ). Par ailleurs, 

1 'état physiologique de chaque animal sacrifié a été vérifié par dosage radioimmunologique 

(RIA) de testostérone plasmatique. Au total12 animaux ont été étudiés. 
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ABSTRACT 
Previous studies have shawn that galanin-containing fibers 

make synaptic contacts with POMC neurons in the arcuate nu­
cleus. However, the ability of POMC neurons to express galanin 
receptors has never been assessed. The present study was designed 
to investigate whether POMC neurons express galanin receptor 
messenger RNA (mRNA) and whether testosterone could modula te 
galanin receptor gene expression. A dual-labeling in situ hybrid­
ization histochemistry, using 358-labeled (galanin receptors GalR1 
or Ga!R2) and digoxigenin-labeled (PûMC) riboprobes, was per­
formed on brain sections from intact, castrated, and testosterone­
replaced adult male rats. For analysis, the arcuate nucleus was 
divided into four rostro-caudal areas. The results revealed that 
bath GalR1 and Ga!R2 mRNAs were expressed in POMC neurons. 

POMC IS THE precursor molecule for the opioid pep­
tide {3-endorphin, as well as for severa! other bioac­

tive peptides (including a-MSH and ACTH). The promi­
nent group of POMC neurons, located in the arcuate 
nucleus of rat hypothalamus (1), send projections to mul­
tiple brain regions. In particular, numerous POMC­
containing fibers innervate the preoptic area (2) where 
GnRH cel! bodies are located. Severa! !ines of evidence 
indicate that {3-endorphin and a-MSH are implicated in 
the regulation of reproduction and feeding behavior (3-5) 
and that the opioid system, notably {3-endorphin, exerts a 
tonie inhibitory influence on gonadotropin release (4, 6). 
Previous studies have demonstrated that the activity of 
POMC neurons is under the influence of various factors, 
including gonadal steroids (2, 7-9), leptin (10, 11), and 
neuropeptides (4). The neuropeptide galanin, which is 
involved in the control of pituitary functions and feeding 
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Most POMC neurons expressing galanin receptor mRNAs were 
found in the rostral parts of the nucleus. Castration reduced the 
labeling density of galanin receptor mRNAs in POMC neurons, and 
testosterone prevented the effects of castration in ali rostro-caudal 
subdivisions of the arcuate nucleus. Taken together, these data 
indicate that galanin can directly modula te the activity of POMC 
neurons, via an action on GalR1 or GalR2 receptors, particularly 
in the rostral-arcuate nucleus. In addition, testosterone can mod­
ulate the expression of GalR1 and Ga!R2. Because POMC neurons 
located in the rostral part of the nucleus are known to project 
preferentially to the preoptic area, POMC neurons expressing the 
galanin receptor genes may play an important role in the regula­
tion of the GnRH neuroendocrine axis. (Endocrinology 141: 1780-
1794, 2000) 

behavior (4, 12), may play a pivotai role in the regulation 
of POMC neurons, because synaptic connections between 
galanin-immunoreactive fibers and {3-endorphin-contain­
ing perikarya and dendrites have been observed in the 
arcuate nucleus (13). However, the existence of morpho­
functional interactions between galanin and POMC neu­
rons depends on the possibility that POMC neurons ex­
press galanin receptors. Two types of galanin receptors, 
the Ga!R1 (14, 15) and the GalR2 (16-18), are expressed in 
the brain. A third subtype of galanin receptor, named 
GalR3, has recently been cloned (19-21); but it is not clear 
whether this receptor is expressed in the brain. In contrast, 
the GalR1 and Ga!R2 galanin receptors are clearly ex­
pressed throughout the arcuate nucleus (22-24); and their 
distribution pattern exhibits similarities with that of the 
POMC neurons. 

The primary objective of the present study was to deter­
mine whether POMC neurons of the arcuate nucleus express 
Ga!R1 and Ga!R2 messenger RNAs (mRNAs). Because the 
expression of POMC mRNA is controlled by gonadal ste­
raids (2, 7-9) and because gonadal steroids enhance galanin 
binding in severa! hypothalamic nuclei (25), we have also 
investigated the possible effects of testosterone replacement 
on the expression of Ga!R1 or GalR2 mRNA in POMC neu­
rons. Using a dual-labeling in situ hybridization technique, 
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POMC 1 GaiR1 POMC 1 GaiR2 

v v 

area A 
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FIG. 1. Schema tic drawings depicting the distribution of cells expressing GalRl mRNA (left panels, open triangles) and GalR2 mRNA (right 
panels, open stars), POMC mRNA (circles), POMC and GalRl (solid triangles), or POMC and Ga!R2 (solid stars) mRNAs, in the fourrostro-caudal 
subdivisions (A-D) ofthe arcuate nucleus. Ais the most rostral, and Dis the most caudal subdivision of the nucleus. Each symbol represents 
two galanin receptor mRNA-expressing cel!s or two POMC mRNA-expressing cells. f, Fornix; ot, optic tract; s, supraoptic decussation; mt, 
mammillothalamic tractus. V, third ventricle; VM, ventromedial nucleus. 
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we report that sorne POMC neurons can express GalRl or 
Ga!R2 mRNA. We also show that testosterone modula tes the 
expression of GalRl and GalR2 galanin receptor mRNAs in 
POMC neurons. 

Materials and Methods 
Animals and tissue preparation 

Adult male Wistar rats (300-350 g; CERJ, Saint-Berthevin, France) 
were maintained on a 14-h light, 10-h dark cycle (lights on at 0500 h), 
with food and water available ad libitu111. TI1e animais were castrated (n = 
10) or sham-operated (n = 5) under ether anesthesia. Immediate! y after 
castration, animais rcceived sc a 30-mm SILASTIC brand (Dow Corning, 
M1dbnd, MI) capsule (1d, 1.57 mm; od, 3.18 mm; Harvard Apparatus, 
Les Ulis, France) that was either empty (n = 5) or filled with crystalline 
testosterone (n = 5). TI1ese capsules were prepared as previously de­
scnbed (26) and were soaked for 3 da ys in phosphate buffer (solutions 
were changed twice dai! y). Four da ys after surgery, animais were anes­
thetized with ketamine (20 mg/kg) and xylazine (0.2 ml/kg). Blood was 
collected and plasma was stored at -20 C for testosterone RIA. Animais 
were pcrfused intracardially with 5-10 ml saline, followed by 500 ml of 
4% p<waformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer. TI1e brains were re­
movcd and immersed in the same fixative for 2 h. TI1e tissues were 
washed overnight in 0.05 M Coons verona! buffer (pH 7.4) containing 
20% sucrose, embedded in Tissue-Tek (Miles Laboratories, Naperville, 
CA), and frozen in liquid nitrogen. Frozen 14-pm corona! sections were 
collected from the leve! of -1.8 to -4.8 mm, relative to Bregma, ac­
cording to the atlas of Paxinos and Watson (27). The sections were 
mounted onto gelatin-coated slides and stored at -80 C until used for 
in siln hybridization. Ali experiments were carried out in accordance 
wi th the European Communities Co un cil Directive of 24 November 1986 
(H6/60tJ/Europcan Economie Community), regarding mammalian 
research. 

Serum testosterone assay 

Testosterone was measured in plasma using an RIA kit (SORIN 
Biomedica, Antony, France). The sensitivity of the assay was 2 pg/tube, 
<md the intraassay coefficient of variation was 6.5%. Ali samples were 
anZllyzed within the san1e assay. 

""S-Labeled GalRl and GalR2 receptor complementary 
RNA probes 

The plasmid vector pB!uescript IIKS containing a Hindiii/BamHI 
fragment of 1600 bp of the full-length rat Ga!Rl receptor (15) and a 
pcDNA3 vector containing a Hindiii/Noti fragment of 1900 bp isolated 
from a rat hypothalamic eDNA (complementary DNA) library and con­
tammg the full-length GalR2 receptor region (16) were used. BamHI and 
T7 made the antisense probe, and Hind!II with T3 RNA polymerase 
produced the sense probe for Ga!Rl. Noti plus T7 made the Ga!R2 
antisense probe, and Hind!II with Sp6 RNA polymerase produced the 
sense probe. The radioactive probes were generated by labeling with 200 
f..lCi of ["S]cytidine S' -triphosphate (Amersham Pharmacia Biotech, Les 
Ulis, France) using 1 f..ll of the appropriate RNA polymerase in a 40-f..ll 
tr<mscription reaction volume containing 8 f..ll of SX transcription buffer, 
2 f..ll of 0.1 M dithiothreitol (DTT), 1 f..lg linearized plasmid (50 ng/ml), 
1 f..ll Escilcncllln coli transfer RNA (5 mg/ml), 20 U of RNasin, and 1 f..ll 
of a 10-mM stock solution of ATP, GTP, and uridine 5' -triphosphate. The 
transcription reagents were incubated for 4 h at 39 C. Labeled probes 
were extracted with phenol-chloroform and separated from nonincor­
porated nucleotides on a Sephadex-GSO column. The 35S-labeled ribo­
probes were diluted with hybridization buffer to a final concentration 
of 30,000 dpm/ f..ll. 

Digoxigenin-labeled complementary RNA POMC probe 

A 4l)t)-bp DNA fragment (position 221-629 bp of the POMC gene 
exon III) was amplified by PCR from the rat POMC gene subcloned in 
pBR322 (provided by Dr. J. Drouin, Montréal, Canada). TI1e PCR frag­
ment was subcloned into the vector pCRôiL Hind!II and T7 made the 
antisense probe, and X/10] with Sp6 polymerase produced the sense 

probe for POMC. TI1e riboprobes were synthesized in vitro with 1 !Lg 
hneanzed POMC eDNA, 1 X digoxigenin RNA labeling mixture (Roche 
Diagnostics, Meylan, France), RNA polymerase, and lX transcription 
buffer. The mixture was incubated at 37 C for 2 h. Residual DNA was 
digested with deoxyribonuclease. The probes were diluted 1:1000 with 
hybridization buffer for dual-labeling in situ hybridization. 

Dual-labeling in situ hybridization 

Sections were removed from storage at -80 C and placed into 0.1 M 
glycine-0.2 M Tris-HCI (pH 7.4) for 10 min before treatment with pro­
teinase K (1 mg/ml in 100 mM Tris [pH 8.0] and 50 mM EDTA) for 15 
min at 37 C. Slides were then immersed in 4% paraformaldehyde/0.1 M 
phosphate buffer for 15 min and treated with 0.1 M triethanolamine (pH 
8.0) for 10 mm, followed with 0.25% acetic anhydride for 10 min. TI1e 
sections were dehydrated in graded concentrations of ethanol and hy­
bridized in a 55-C oven overnight in diluted probes/hybridization 
buffer containing 50% formamide, 10% dextran sulfate, 0.3 M NaCI, 20 
mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM EDTA, 1 X Denhardt's solution, 0.5 mg/ml 
Esc/teri chia coli transfer RNA, 100 mM DTT, and 1% salmon sperm DNA. 
Four sets of two adjacent sections from each animal were simultaneously 
hybridized with the digoxigenin-labeled eRNA probes for POMC and 
with the radiolabeled eRNA probes for Ga!R1 or Ga!R2. The slides were 
washed twice with 4 X SSC for 30 min and 10 mM DTT for 1 h in 0 3 
M NaCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM EDTA, and 50% formam'ide f~r 
30 min. After treatment with ribonuclease A (20 f..lg/ml in 0.1 M Tris [pH 
8.0], 0.5 M NaCI, and 0.5 M EDTA) for 30 min at 37 C, the sections were 
rinsed in 2 X SSC for 15 min at 60 C and O.lX SSC for 15 min at 60 C. 
The sections were then washed in buffer 1 (100 mM Tris-HCI and 150 mM 
NaCI [pH 7.4]) and incubated for 30 min in blocking buffer (1% Boehr­
inger blocking agent in buffer 1). The sections were incubated for 4 h in 
buffer 1 containing antidigoxigenin Fab fragments conjugated to alka­
line phosphatase (Roche Diagnostics) diluted 1:250, 1% normal sheep 
serum, and 2.4 mg levamisole in 10 ml buffer 1. After rinsing for 10 min 
in buffer 1 and 10 min in buffer 2 (100 mM Tris-HCI, 50 mM MgC12, and 
100 mM NaCI [pH 9.5]), the sections were incubated in the chromogen 
soluhon (buffer 2 containing tetrazolium chloride and 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate). The reaction was stopped after 3 h by 
rinsing twice for 15 min in TE buffer (10 mM Tris-HCI [pH 8.0] and 1 mM 
EDTA). TI1e slides were dehydrated in 70% ethanol in ammonium ac­
etate and 100% ethanol, and dipped in K5 emulsion (Ilford, Saint-Priest, 
France). Ali sections were developed after a 20-day exposure. 

TABLE 1. Quantification of Ga!R1 mRNA across the four 
rostrocaudal subdivisions of the arcuate nucleus 

Subdivisions 
of the 

arcuate nucleus 

AreaA 
Area B 
Area C 
Area D 

Number of Ga!Rl 
rn RN A -expressing ce lis 

per hemisection 

20 :': 3 
24 :': 4 
23 :': 3 
27 :': 5 

Density of grains 
per cell in Ga!Rl 

mRNA-expressing cells 

12.2 :': 0.9a 
17.6 :': l.Oa 
24.2 :': 1.5b 
23.8 + 1.6b 

A is the most rostral, and D is the most caudal subdivision of the 
nucleus. The values are mean:': SEM. Significant differences (P < 0.05) 
are noted a versus l> (statistical analysis with the Bonferroni's t test). 

TABLE 2- Quantification of Ga!R2 mRNA across the four 
rostrocaudal subdivisions of the arcuate nucleus 

Subdivisions of 
the arcuate 

nucleus 

AreaA 
Area B 
Area C 
Area D 

Number of GalR2 
mRNA-expressing cells 

per hen1isection 

26 :':sa 
28 :': 4a 
33 :': 3 
40 :':51> 

Density of grains 
per cell in Ga!R2 

mRNA-expressing cells 

14.9 :': 1.1 
17.1 :': 1.1 
12.3 :': 1.2 
19.6 :': 0.2 

The values are mean :': SEM. Significant differences (P < 0.05) are 
noted a versus b (statistical analysis with the Bonferroni's t test). 
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Controls 

The con trois for specificity included incubation of the sections with 
I"S]- ,md digoxigcnin-h1beled sense probes, pretreatment with ribonu­
clease, and coincubation with a 100-fold excess of unlabeled antisense 
probe. No significant labeling was observed on control sections. 

Rostro-caudal subdivision of the arcuate nucleus 

Using the rat brain atlas of Paxinos and Watson (27) as an anatomical 
guide, the arcuate nucleus was divided into four areas of approximately 
equal length in the rostral-caudal plane, as commonly used by sorne 
au thors (2, 8, 28-30). A rea A began rostrally at the retrochiasmatic area, 
where the first POMC-labeled cells are found, and extended caudally to 
the elongation of the third ventricle. Area B extended caudally to the 
onset of the dorsomedial nucleus of the hypothalamus (DM). Area C 
extended caudal! y through the DM to the beginning of the infundibular 
stalk. Area D began with the most caudal portion of the DM and ex­
tended caudal! y to the end of the arcuate nucleus and/ or the disap­
pearance of POMC-Iabeled neurons. 

Quantitative analysis 

Four tissue sections per rostro-caudal area from each animal were 
analyzed (16 slices per animal) for each receptor subtype. For quanti­
tative analysis of autoradiographie grain density, a computer-assisted 
quantitative system (Densirag computerized program; Biocom, Les Ulis, 
France) interfaced to an Axiophot microscope (60X epiillumination 
dark-field objective; Carl Zeiss, Gi:ittingen, German y) was used. During 
a first analysis, the grain density corresponding to GalR1 or GalR2 
mRNA levels was quantified in non-POMC cells. Cells were identified 
as labeled with the Ga!R1 or Ga!R2 probe if the silver grain optical 
density ovcr the perikaryon was at !east three times higher than the 
background. During a second analysis, POMC neurons were analyzed 
for the expression of Ga!R1 or Ga!R2 mRNA. POMC mRNA-expressing 
cells were first isolated under bright-field illumination, and the density 
of grains a top al! POMC neurons was determined. Two types of analysis 
were applicd, giving complementary information. The first approach 
consisted of counting the grain density over ali POMC neurons of each 
arca and calcula ting the labeling ratio in each neuron. The labeling ratio 
was defined as the ratio of the total grain density over the POMC neuron 
to the background measured in a cell-sized region nearby (density of 
si! ver grains caused by hybridization/mean background density of sil­
ver grains). The data were expressed as frequency distribution of Ga!R1 
or Ga!R2 mRNA labeling in POMC neurons. This approach which 
avoided determining an arbitrary threshold might be more represen­
tative of the total number of double-labeled POMC neurons. This type 
of approach has been previously reported for analysis of double-labeled 
neurons (2). The second approach consisted of analyzing the POMC 
neurons having a number of silver grains over the perikaryon at !east 
three times higher than the background. TI1e mean cellular Ga!R1 or 
GaiR2 mRNA content in POMC neurons was thus determined. In this 
approach, statistical analysis could be performed. 

Statistical analysis 

TI1e mean density of grains per cel! (:!:SEM) was calculated for each 
group of rats. Differences among areas of the arcuate nucleus were 
assessed with a one-way ANOVA, followed by a post hoc Bonferroni's 
1 test, to compare the levels of Ga!Rl or GalR2 receptor mRNA expres­
sion in non-POMC and in POMC neurons in the four areas of the arcuate 
nucleus. Differences between the areas were regarded as significant 
when P < 0.05. 

Results 

The distribution of POMC, GalR1, Ga!R2, and POMC/ 
Ga!R1 or POMC/Ga!R2 mRNA-expressing cells is presented 
on schema tic drawings of frontal sections that are represen­
tative of the four rostro-caudal areas of the arcuate nucleus 
examined in the present study (Fig. 1). 

POMC mRNA-expressing cells 

POMC mRNA-expressing ceils were present throughout 
the arcuate nucleus at ail the rostro-caudallevels, extending 
from the retrochiasmatic to the mammillary recess levels. 
These neurons were similar, with respect to location, num­
ber, and morphology, when compared with previously de­
scribed POMC neurons (2, 31) and f3-END neurons (32). The 
mean number of POMC mRNA-expressing neurons was 
35 :±: 3 per section and did not vary significantly after cas­
tration and testosterone replacement in any subdivision of 
the nucleus. 

GalRl mRNA-expressing cells 

Ga!Rl mRNA-expressing ceils were observed throughout 
the rostro-caudal extent of the arcuate nucleus. Ga!R1 
mRNA-expressing ceils were distributed in ail subdivisions 
of the nucleus, with a preferential distribution in the ven­
trolateral subdivision, as previously described (22). In intact 
animais, the mean number of Ga!R1 mRNA-expressing ceils 
did not exhibit significant variations (P > 0.05) across the 
four rostro-caudal areas of the nucleus (Table 1). The levels 
of GalR1 mRNA in arcuate ceils varied across the four rostro­
caudal areas, the highest levels being observed in the caudal 
parts of the nucleus (P < 0.05) (Table 1). 

GalR2 mRNA-expressing cells 

Like Ga!Rl mRNA-expressing ceils, GalR2 mRNA­
expressing ceils were observed in the whole arcuate nucleus, 
but Ga!R2 mRNA-expressing ceils did not exhibit any spe­
cifie distribution. The mean number of Ga!R2 mRNA­
expressing ceils was higher in the caudal part of the nucleus 
than in areas A and B (P < 0.05) (Table 2). The leve! of GalR2 
mRNA in individual positive ceils did not exhibit significant 
variations across the arcuate nucleus cells (Table 2). 

Effects of castration and testosterone replacement on GalRl 
or GalR2 mRNA-expressing cells 

Plasma testosterone concentration in intact rats was 1.75 :±: 
0.29 ng/ml. Testosterone levels dropped to 0.005 :±: 0.002 
ng/ml in castrated rats (P < 0.001). Castration significantly 
decreased the overail number of Ga!R1 and Ga!R2 mRNA­
expressing cells in the arcuate nucleus (Fig. 2A; P < 0.05). 
Castration also induced a significant decrease (P < 0.05) of 
Ga!R1 mRNA leve! per ceil but did not affect Ga!R2 mRNA 
level (Fig. 2B). In testosterone-implanted animais, plasma 
testosterone concentration was 1.88 :±: 0.61 ng/ml, a value 
which was not significantly different from that of intact an­
imais (P > 0.05). In testosterone-implanted animais, the num­
ber of GalR1 and GalR2 mRNA-expressing cells (Fig. 2A) and 
the level of GalRl or Ga!R2 mRNA in arcuate cells (Fig. 2B) 
did not significantly differ from those of intact animais. 

GalRl expression in POMC neurons and effects of 
testosterone deprivation 

POMC neurons expressing Ga!R1 mRNA were observed 
throughout the rostro-caudal extent and in all subdivisions of 
the arcuate nucleus (Fig. 1). POMC neurons expressed lower 
levels of GalR1 mRNA than non-POMC-expressing cells. The 
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Fw. 2. Mean number of arcuate cells 
expressing Ga!Rl mRNA (black col­
umns) or Ga!R2 mRNA (white columns) 
per hemisection (A) and relative 
amount of Ga!Rl mRNA (black col­
wnns) or Ga!R2 mRNA (white columns) 
(B), as reflected by density of grains per 
cel!, in intact, castrated, and testoster­
one-replaced male rats. The values are 
given as the mean ± SEM. Significant 
differences (P < 0.05) among the aver­
age values are noted as a us. band c vs. 
d (statistical analysis with the Bonfer­
roni's testJ. 
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quantitative results are shown in Figs. 3 and 4. The total number 
of POMC neurons that were examined, in each area, for the 
presence of Ga!Rl mRNA expression is indicated in Table 3. 

Analysis of the frequency distribution of Ga!Rl mRNA 

intact castrated castrated + 
testosterone 

expression in POMC neurons in intact animais revealed that 
the number of double-labeled neurons was higher in the 
rostral and central subdivisions than in the most caudal 
subdivision of the nucleus (Figs. 3A and 5). Castration shifted 
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FrG. 3. Frequency distribution of GalRl mRNA labeling in POMC neurons throughout the four rostro-caudal subdivisions of the arcuate nucleus, 
in intact and castrated animais (A) and castrated and testosterone-treated (T-replaced) animais (B). Area Ais the most rostral, and area D is the 
most caudal subdivision of the nucleus. In all areas of the nucleus, castration shifted the distribution of POMC neurons containing Ga!Rl mRNA 
toward lower labeling ratio. Only the POMC neurons presenting a labeling ratio 2: 2 (i.e. a specifie labeling) were shown in this figure. 

the frequency of double-labeled neurons toward lower la­
beling ratio (Fig. 3A). Supplementation of castrated animals 
with physiological levels of testosterone prevented the ef­
fects of castration: the distribution of double-labeled cells in 
testosterone-treated rats was shifted to higher labeling ratio 
than that of castrated animals (Fig. 3B), and the total number 
of double-labeled neurons was similar to that measured in 
intact animals. 

As revealed by the statistical analysis (Fig. 4), the mean 
cellular concentration of GalRl mRNA signal in POMC neu­
rons in intact male rats was significantly different in area A 
and a reas Band C (P < 0.05). These differences between are as 
were abrogated in castrated animals (P > 0.05). The levels of 
GalRl mRNA in POMC neurons were significantly lower in 
each area of the arcuate nucleus in castrated rats than in intact 
animals (P < 0.05) (Figs. 4 and 6, A and B). In ali rostro-caudal 
subdivisions of the arcuate nucleus, the effects of castration 
on the expression of GalR1 mRNA in POMC neurons were 

prevented by replacement with physiological levels of tes­
tosterone (Fig. 4). 

GalR2 expression in POMC neurons and effects of 
testosterone deprivation 

POMC neurons expressing GalR2 mRNA were also ob­
served throughout the rostro-caudal extent and in ali sub­
divisions of the arcuate nucleus (Fig. 1). Dual-labeled POMC 
neurons general! y expressed lower GalR2 mRNA levels than 
single-labeled GalR2 cells. The quantitative data are reported 
in Figs. 7 and 8. 

The total number of POMC neurons examined, in each 
area, for the presence of GalR2 mRNA expression is indicated 
in Table 4. 

The number of POMC neurons expressing GalR2 mRNA 
was higher in the rostral and central subdivisions (Figs. 7 A 
and 9) than in the caudal one (Figs. 7 A and 10). Castration 
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FIG. 4. Relative amounts ofGalR1 mRNA in POMC neurons, as reflected by density of grains per cell, throughout the four rostro-caudal subdivisions 
(A-D) of the arcuate nucleus in intact, castrated, and testosterone-replaced male rats. The values are the mean :t SEM. Significant differences (P < 
0.05) among the average values for each area are noted as a us. b (statistical analysis with the Bonferroni's test). 

TABLE 3. Total number of POMC neurons examined for the 
presence of GalR1 mRNA labeling in Fig. 3 

Intact 
Castrated 
T-replaced animais 

Area A 

443 
426 
421 

Area B 

675 
660 
684 

Area C 

638 
612 
620 

Area D 

342 
347 
339 

A is the most rostral, and D the most caudal subdivision of the 
nucleus. T, Testosterone. 

shifted the frequency of double-labeled neurons toward 
lower labeling ratio (Fig. 7 A). These effects of castration were 
prevented by replacement with physiological levels of tes­
tosterone (Fig. 78). 

The statistical analysis of the mean optical density (Fig. 

8) revealed that the cellular leve! of GalR2 mRNA signal 
in POMC neurons of intact animais did not exhibit any 
significant variations (P > 0.05) across the different areas 
of the nucleus. In contrast, in the castrated group, signif­
icant variations (P < 0.05) of GalR2 mRNA levels in POMC 
neurons were detected between areas A and C, as well as 
between areas B, C, and D (Fig. 8). Compared with intact 
rats (Fig. 6C), castrated animais displayed significantly lower 
Ga!R2 mRNA levels in POMC neurons in areas A and D (Fig. 
6D) (P < 0.05; Fig. 8). The effects of castration on the expression 
of GalR2 mRNA in POMC neurons were prevented in the areas 
A, B, and C by replacement with physiological levels of tes­
tosterone (Fig. 8). However, in area D, testosterone did not 
reverse the effect of castration. 
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Fln. 5. Bright-field (A) and dark-field 
(B) photomicrographs of a representa­
tive section of the arcuate nucleus 
showing expression of Ga!Rl mRNA 
(situer grains) in POMC neurons (dark 
precipitate) in the central subdivision of 
the arcuate nucleus. Arrows point to 
neurons that are double-labeled for 
POMC and Ga!Rl mRNAs. Scale bars, 
55 p.m. 

Discussion 

• 

~ 
:#!!'~ • .,.... ..... 

The present report describes the occurrence of GalRl and 
GalR2 galanin receptor mRNAs ù1 POMC neurons of the 
arcuate nucleus of male rats and demonstrates that the ex­
pression of the GalRl and GalR2 genes is regulated by an-

• •. 

POMC -Gai-R1 
~ 

drogens. The arcuate nucleus has been divided into four 
rostro-caudal subdivisions, and each area has been analyzed 
separa tel y. This partitioning generally facilita tes quantitative 
comparisons between animals (33). It was also based on 
previous reports indicatù1g that the POMC populations of 
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Frn. 6. Bright-field photomicrographs of representative sections ofthe arcuate nucleus from intact (A and C) or castrated rats (Band D 1, showing 
POMC neurons (precipitate) expressing Ga!Rl (A and B) or Ga!R2 (C and D) galanin receptor mRNA (silvers grains). Note the lower leve! of 
expression ofgalanin receptor mRNAs in POMC neurons in castrated animais (B, Dl, compared with intact animais (A, C). Scale bar. 10 ,un. 
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FIG. 7. Frequency distribution ofGa!R2 mRNA labeling in POMC neurons throughout the four rostro-caudal subdivisions (areas A-D) of the 
arcuate nucleus, in intact and castrated animais (A) and castrated and testosterone-treated animais (B). In the areas A, B, and D ofthe nucleus, 
castration shifted the distribution ofPOMC neurons containing Ga!R2 mRNA toward lower labeling ratio. Only the POMC neurons presenting 
a labeling ratio 2: 2 (i.e. a specifie labeling) were shawn in this figure. 

the arcuate nucleus are heterogeneous, in terms of projec­
tions (2) and sensibility to hormonal treatments (2, 8, 28-30). 

As previously reported (22, 24), Ga!Rl and Ga!R2 mRNA 
are expressed in numerous cells of the arcuate nucleus, in­
dica ting that a large number of the different ce li types present 
in the nucleus might be able to express galanin receptor 
mRNAs. Interestingly, the distribution of Ga!R2 mRNA­
expressing cells does not completely overlap with that of 
Ga!Rl mRNA-expressing cells, indicating that sorne cells 
selectively express either Ga!Rl or Ga!R2 mRNA. From a 
technical point of view, this observation confirms the absence 
of cross-reactivity between the two riboprobes, which is also 
supported by the fact that sorne Ga!Rl mRNA-expressing 
cells were observed in hypothalamic nuclei that did not ex­
press Ga!R2 mRNA, e.g. the ventromedial nucleus. 

Examination of dual-labeled neurons revealed that a sub­
population of POMC neurons expresses the Ga!Rl and/ or 

Ga!R2 subtypes of galanin receptor mRNAs, and POMC/ 
Ga!Rl- or POMC/Ga!R2-labeled neurons were not prefer­
entially distributed in a locoregional subdivision of the ar­
cuate nucleus. These observations strongly suggest that 
galanin can directly regulate the activity of POMC neurons 
via at !east two receptor subtypes, Ga!Rl and Ga!R2. These 
results raise the question of the localization of the action of 
galanin on POMC neurons: cell body or nerve terminais? 
Actually, the presence of receptor mRNAs does not auto­
matically imply the existence of functional galanin receptor 
proteins at the leve! of the cell body. However, a high density 
of galanin binding sites has been detected in the arcuate 
nucleus (25), suggesting that POMC neurons may bear ga­
Janin receptor proteins on their cell body membranes. It has 
also been shown that galanin-immunoreactive fibers make 
synaptic contacts with J3-END cell bodies (13). These nerve 
terminais may originate from intrinsic neurons, because de-
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FIG. 8. Relative amounts of Ga!R2 mRNA in POMC neurons, as reflected by density of grains per cel!, throughout the four rostro-caudal 
subdivisions (A-D) of the arcuate nucleus in intact, castrated, and testosterone-replaced male rats. The values are the mean::': SEM. Significant 
differences (P < 0.05) among the average values for each area are noted as a us. b (statistical analysis with the Bonferroni's test). 

TABLE 4. Total number of POMC neurons examined for the 
presence of Ga!R2 mRNA labeling in Fig. 7 

Intact 
Castrated 
T-replaced animais 

Area A 

432 
423 
445 

Area B 

677 
656 
696 

Area C 

609 
640 
628 

Area D 

351 
322 
314 

A is the most rostral, and D the most caudal subdivision of the 
nucleus. 

struction of the arcuate nucleus with monosodium glutamate 
treatment results in a significant decrease in galanin immu­
noreactive fibers (34), and because deafferentation of the 
arcuate nucleus does not alter the staining for galanin in the 

nucleus (13). Altogether, these data suggest that an arcuate 
galaninergic pathway might directly modula te the activity of 
POMC neurons at their cell body level. 

The number of POMC neurons expressing GalRl or GalR2 
galanin receptor messenger exhibited a gradient across the 
four rostro-caudal subdivisions of the arcuate nucleus, with 
more numerous double-labeled neurons in the most rostral 
areas. Because the most rostral POMC neurons project pref­
erentially toward the preoptic area where the GnRH cell 
bodies are located (2), our results strongly suggest that 
POMC neurons expressing galanin receptor mRNAs are 
preferentially involved in the regulation of the activity of 
GnRH neurons. Concurrently, because both POMC-derived 
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FI<:. 9. Bright-field (A) and dark-field 
(B) photomicrographs of a representa­
tive section of the rostral subdivision 
(area A) of the arcuate nucleus where a 
double-labeling in situ hybridization 
technique with riboprobes complemen­
tary to POMC (dark precipitate) and 
GalR2 mRNA (situer grains) was per­
formed. Many POMC neurons ex­
pressed Ga!R2 mRNA (arrows) in this 
area. Scale bars, 55 fLill. 

peptides, such as {:l-endorphin and a-MSH, and galanin are 
also known to regulate feeding behavior (3), a direct regu­
latory influence of galanin on POMC neurons may also play 
a role in the control of food intake. 

The number of POMC neurons detected by the digoxige-

\ , 
\ * ,..POMC-GaiR2/ROSTRAL ... __ .... . 

·- ... 

nin-labeling method was not affected by castration or tes­
tosterone replacement, indicating that androgens do not reg­
ulate the number of POMC-expressing neurons. Conversely, 
in general, castration decreased the amounts of GalRl or 
GalR2 mRNA expressed in POMC neurons, and these effects 
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Ftn. 10. Bright-field (A) and dark-field 
(B) photomicrographs of a representative 
section of the caudal subdivision (area Dl 
of the arcuate nucleus where a double­
labeling in situ hybridization technique 
with riboprobes complementary to 
POMC (dark precipitate) and Ga!R2 
mRNA (situer grains) was perfonned. In 
this area, few POMC neurons expressed 
Ga!R2 mRNA (arrow), whereas numer­
ous non-POMC œlls expressed Ga!R2 
mRNA. Scale bars, 55 fLlll. 

were abolished by testosterone replacement in all rostro­
caudal subdivisions of the arcuate nucleus. These data show 
that androgens stimula te the expression of GalRl and GalR2 
genes, as already reportee! for glutamate receptors in hypo­
thalamic neurons (35). Consequently, it seems that testos­
terone has a stimulatory effect on galanin receptor mRNA 

:1. 

• '1 

POMC- Gai·R-2/;CAUDAL 
~-
,.~·,( 

expression in POMC neurons. Because both the POMC neu­
ronal system and testosterone are strongly implicated in the 
regulation of the GnRH axis, it seems that testosterone can 
modulate the GnRH neuroendocrine axis, in part, via the 
regulation of galanin receptor expression in POMC ne ur ons. 
The observation that castration decreased the expression lev-
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els of galanin receptor mRNAs in POMC neurons is consis­
tent with previous studies that showed that POMC neurons 
are regulated by gonadal steroids (2, 7-9). However, the 
effects of testosterone deprivation on galanin receptor 
mRNA expression are not restricted to POMC neurons, be­
cause castration also decreased the number of non-POMC 
cells expressing galanin receptors and/ or the levels of ga­
Janin receptor message in non-POMC cells of the arcuate 
nucleus. In agreement with this finding, it has been observed 
that androgen receptor mRNA-expressing cells are widely 
distributed in the arcuate nucleus (36). 

To our knowledge, this is the first report describing the 
effects of castration on the expression of Ga!Rl and Ga!R2 
mRNA in the arcuate nucleus. Up to now, few studies have 
been conducted to investigate the effect of testosterone on the 
expression of galanin receptors. It has been found that, in 
male rat, the density of galanin binding sites increases during 
puberty in some brain areas, in correlation with the varia­
tions of sex steroid hormone concentration (25). We have 
recent! y shown that gonadal steroids regula te the expression 
of Ga!Rl mRNA in the preoptic area of the female rat (37). 
It has also been reported that male gonadal steroids enhance 
the expression of the galanin precursor gene (38-40). Thus, 
male gonadal steroids seem to modulate components of the 
galaninergic pathway, including the expression of galanin 
receptors in target cells. 

The fact that POMC neurons express Ga!Rl or Ga!R2 
mRNA suggests that galanin may exert complex effects on 
POMC neuron activity, depending, for instance, on the rel­
ative affinity of each receptor subtype. In support of this 
hypothesis, it has been shawn that GalRl is coupled with a 
G; 13 y protein, whereas Ga!R2 is coupled with a Go or Gq/G11 

protein (41), indicating that galanin may have either a stim­
ulatory or an inhibitory influence, according to the receptor 
subtype which is activated. 

In summary, this study has demonstrated that, in the ar­
cuate nucleus, galanin might directly modulate the activity 
of POMC neurons via an action on Ga!Rl or Ga!R2 galanin 
receptors. Because these receptors are preferentially ex­
pressed by the most rostral POMC neurons, known to project 
predominantly to the preoptic area, and since galanin re­
ceptor expression in POMC neurons is affected by testoster­
one, we can speculate that POMC neurons, which express 
galanin receptor genes, may play a key role in the regulation 
of the activity of GnRH neurons. 
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Les résultats obtenus montrent que les neurones à POMC expriment les ARNm codant 

les récepteurs de la galanine GalR1 et GalR2. La régionalisation selon le plan antéro­

postérieur du noyau arqué nous permet de déterminer que le récepteur GalR2 est 

préférentiellement exprimé dans les neurones à POMC du noyau arqué antérieur. De façon 

intéressante, de nombreuses études ont impliqué les neurones à POMC du noyau arqué 

antérieur dans la régulation du système à GnRH (Chowen-Breed et al., 1989b; Tong et al., 

1990 ; Bohler et al., 1991 ; Tong et Pelletier, 1992 ; Cheung et Hammer, 1995a ; Mann et al., 

1999). 

De plus, nous montrons que les stéroïdes gonadiques modulent l'expression des 

récepteurs de la galanine. En effet, les expériences de castrations et supplémentations en 

testostérone révèlent que l'absence de testostérone induit une diminution des niveaux 

d'expression des ARNm des récepteurs de la galanine GalR1 et GalR2. Cet effet est observé 

dans de nombreuses cellules du noyau arqué et plus précisément dans les neurones à POMC, 

où la castration induit une diminution significative du nombre de neurones doublement 

marqués et du niveau d'expression des ARNm codant les récepteurs de la galanine. La 

régionalisation nous permet, là encore, d'affiner nos résultats en mettant en évidence que la 

testostérone module 1' expression des récepteurs de la galanine principalement dans les 

neurones à POMC du noyau arqué antérieur. 

Ainsi, 1' ensemble de nos résultats suggère que la galanine peut directement moduler 

1 'activité des neurones à POMC via ses récepteurs GalRl et GalR2 et que cette interrelation 

est stéroïdo-dépendante. De plus, étant donné que les récepteurs de la galanine sont 

préférentiellement exprimés dans les neurones à POMC du noyau arqué antérieur, neurones 
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fortement impliqués dans la régulation du système à GnRH, nous pouvons envisager que la 

galanine du noyau arqué module, via les neurones à POMC, l'activité des neurones à GnRH. 
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Article 2 

" Modulation of proopiomelanocortin neuronal activity by galanin in 
the rat mediobasal hypothalamus " 

S. Bouret, D. Croix, M. Tran Van Chuoi-Mariot, V. Prevot, A. 
Loyens, G. Tramu, S. Jégou, H. Vaudry, J.C. Beauvillain, V. Mitchell 

-soumis-



1.2. Modulation de l'activité des neurones à POMC par la galanine dans l'hypothalamus 

médiobasal 

Notre première étude nous a permis de déterminer que la galanine pouvait avoir une 

action directe, via ses récepteurs GalRl et GalR2, sur les neurones à POMC. La question se 

posait alors de connaître la nature de l'action exercée par la galanine sur l'activité des 

neurones à POMC. Afin de répondre à cette question, nous avons entrepris une approche ex 

vivo qui consiste à incuber des fragments d'hypothalamus médiobasaux de rats mâles 

(incluant le noyau arqué et l'éminence médiane) avec des doses croissantes de galanine. Cette 

approche nous a permis de déterminer, dans les mêmes conditions expérimentales, l'effet de 

la galanine à la fois sur la libération de ~-endorphine et l'expression de l' ARNm codant la 

POMC. En parallèle, afin de vérifier que les effets de la galanine impliquaient effectivement 

les récepteurs de la galanine, nous avons incubé des fragments d'hypothalamus médiobasaux 

avec de la galanine en présence de galantide, antagoniste non sélectif des récepteurs de la 

galanine. Pour chaque expérience, les taux de ~-endorphine libérés dans le milieu de survie 

ont été dosés toutes les 30 minutes par RIA. Après la période d'incubation (soit après 180 

min), les fragments d'hypothalamus médiobasaux ont été fixés, coupés au cryostat et soumis à 

une hybridation in situ utilisant une ribosonde POMC radiomarquée afin de quantifier les taux 

relatifs d' ARNm POMC par analyse d'images. Les concentrations de ~-endorphine présentes 

dans les fragments d'hypothalamus médiobasaux ont également été dosées par RIA à la fin de 

la période d'incubation. 

Etant donné les résultats obtenus, nous avons également recherché le mécanisme par 

lequel la galanine induisait ses effets sur la libération de ~-endorphine. Puisque l'activation de 

la calcineurine, encore connue sous le nom de protéine phosphatase 2B, serait mise en jeu 

dans certains des effets inhibiteurs de la galanine sur la libération de neurotransmetteurs ou 
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d'honnones (Renstrom et al., 1996), nous avons étudié la libération de ~-endorphine après 

ajout de galanine en présence de FK-506, inhibiteur de la calcineurine. 

Nous avons également entrepris, par RT-PCR, de vérifier que l'expression de l' ARNm 

des trois sous-types des récepteurs de la galanine clonés (GalR1, GalR2, et GalR3) était 

présente dans les fragments d'hypothalamus médiobasaux après 180 min d'incubation ex vivo. 
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ABSTRACT 

It has become apparent that galanin as well as POMC-derived peptides such as P­

endorphin, play an important role in the hypothalamic circuitry that regulates neuroendocrine 

functions and appetite behavior. We have recently shown that GalRl and GalR2 galanin 

receptor mRNAs are expressed in POMC neurons of the arcuate nucleus, suggesting a direct 

modulatory action of galanin on the POMC neuronal system. The purpose of the present study 

was to investigate the precise role of galanin on the activity of POMC neurons. To elucidate 

this question, male rat mediobasal hypothalamic (MBH) fragments were exposed to graded 

concentrations of rat galanin and the amount of P-endorphin released in the incubation 

medium was determined by radioimmunoassay. Galanin induced a decrease of spontaneous P­

endorphin release within the first 30-60 min of incubation and this effect was blocked by the 

galanin receptor antagonist galantide. We then examined whether calcineurin, a protein 

phosphatase involved in the control of exocytosis, was implicated in the galanin-evoked 

decrease in P-endorphin release. Co-incubation of galanin with FK-506, a calcineurin 

inhibitor, suppressed the inhibitory effect of galanin on P-endorphin release. Measurement of 

P-endorphin levels in the tissues at the end of the incubation period revealed that galanin 

caused a massive accumulation of P-endorphin peptide in the MBH tissues. The effect of 

galanin on the relative POMC mRNA levels within the MBH fragments was assessed by in 

situ hybridization using a radiolabeled POMC riboprobe. Galanin induced an increase in the 

mean density of silver grains overlying POMC neurons after 60 min of incubation. The effect 

of galanin on POMC mRNA expression was antagonized by galantide. Finally, the expression 

of the mRNAs encoding for the three-galanin receptor subtypes (GalRl, GalR2, and GalR3) 

was examined by RT-PCR analysis. The mRNAs encoding for all three subtypes of galanin 

receptor were expressed in the MBH fragments at the end of the incubation. In conclusion, the 

present study, together with our previous report showing the expression of galanin receptors 

in arcuate POMC neurons, suggests that galanin exerts dual effects on POMC gene expression 

and P-endorphin release in the rat MBH. Our data also show that these effects are mediated by 

galanin receptors. These interactions between galanin and POMC neurons may contribute to 

the elucidation of the neuronal circuitry that controls GnRH secretion. 



INTRODUCTION 

Galanin, a 29 amino acid peptide, is widely distributed in the central nervous system (1). A 

number of in vivo studies have shown that galanin exerts a wide range of physiological effects 

including the control of neurotransmitter and hormone release, feeding behavior, nociception, 

and neuroendocrine functions (for review, see 2). The multiple actions of galanin are mediated 

through interaction of the peptide with G-protein-coupled receptors (for review, see 3). To 

date, three galanin receptor subtypes, GalR1, GalR2, and GalR3, have been cloned (4-6) but it 

is certainly possible that other galanin receptor subtypes exist. 

The hypothalamus con tains a high concentration of galanin immunoreactivity (1) and a 

high density of galanin binding sites and galanin receptor mRNAs (7-12). There is now clear 

evidence that galanin is involved in the regulation of multiple hypothalamic functions. 

Intracerebroventricular injection of galanin stimulates food intake, and increases plasma levels 

of luteinizing honnone (LH) and growth hormone (GH) (for review, see 13). Galanin 

stimulates the release of GnRH, GHRH and SRIF from mediobasal hypothalamic (MBH) 

fragments ( 14, 15). Interestingly, proopiomelanocortin (POMC) neurons are implicated in 

most of the physiological processes regulated by galanin. This observation suggests the 

possible existence of an interaction between these two neuropeptidergic systems, e.g. galanin 

may exe1i sorne of its effects through modulation of POMC neurons. Our recent findings that 

GalR1 and GalR2 receptor mRNAs are expressed in POMC neurons in the arcuate nucleus 

(12) support the hypothesis that galanin may directly modulate POMC neuronal activity. 

The main purpose of the present study was to determine the effect of galanin on the 

activity of POMC neurons in the MBH. To this aim, we have incubated in vitro MBH 

fragments to investigate the effect of galanin on 1) the release of ~-endorphin, a major 

cleavage product of POMC in the arcuate nucleus, 2) the levels of POMC mRNA at the 

cellular level, and 3) ~-endorphin content in MBH tissues. In order to determine the 

mechanism by which galanin induces its effects on ~-endorphin release, we have evaluated 

the action of FK-506, a calcineurin inhibitor, on the effect of galanin on ~-endorphin release. 

We have also examined, by RT-PCR, whether the mRNAs for the three galanin receptor 

subtypes were still present in the MBH fragments at the end of the experiments. 



Morphological controls of the preservation of the tissues at the electron microscopie level 

were conducted after the incubation period to verify the integrity of the MBH explants. 



Materials and Methods 

Animais 

Male Wistar rats (CERJ, St-Berthevin, France), weighing 300 g, were used in all 

experiments. Animais were housed four per cage and given free access to food and water. 

They were subjected to fixed conditions oflighting (from 0500-1900 h). All experiments were 

carried out in accordance with the European Communities Council Directive ofNovember 24, 

1986 (86/609/EEC). 

Dissection procedure and incubation system 

Animais were killed by decapitation. The brain was rapidly removed and the MBH 

was microdissected und er a binocular magnifying glass by cutting the floor of the fomix at the 

posterior border of the optic chiasm and the anterior border of the mamillary bodies. The total 

dissection time was less than 3 min from decapitation. After dissection, MBH fragments were 

washed twice in Krebs-Ringer bicarbonate 1 glucose buffer (KRB, pH 7.4) containing 

bacitracine (23 J1M ; Sigma., St. Louis, MO) in an atmosphere of 95% 0 2-5% C02 and then 

incubated in vitro at 35 C in KRB as previously described (16). Briefly, after a 60-min 

preincubation-period, MBH fragments (3 per tube) were incubated for an additional 120 min 

in the absence or presence of drugs as described below. The medium was changed every 30 

min. Six series of experiments were conducted with these tissue fragments. 

Experùnent 1. Effect of galan in on f3-endorphin release from MBH fragments 

For dose-response experiments, MBH fragments were exposed to vanous 

concentrations (5, 50, 500, and 5000 nM) of galanin during 30 ~in. Rat galanin (Sigma­

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) was initially dissolved in sterile water and diluted in 

KRB at the appropriate concentration and then added in the incubation medium. In parallel, 

the antagonistic action of galantide on the effect of galanin on ~-endorphin release was tested 

by incubating MBH fragments with galantide (500 nM) (Peninsula Laboratories) in the 

presence or absence of galanin (500 nM). For time-course experiments, MBH fragments were 

incubated with 500 nM of galanin during 120-min and ~-endorphin levels in the survival 

medium were determined every 30 min by radioimmunoassay (RIA). 



Experiment 2. Effect of a calcineurin inhibitoron the action of galan in on fJ-endorphin release 

from MBH fragments 

MBH fragments were incubated with the calcineurin inhibitor (protein phosphatase 2B 

inhibitor) FK-506 (lü ~-tM) (Calbiochem, Meudon, France) in the presence of galanin (500 

nM) during 30 min and ~-endorphin levels in the survival medium were determined by RIA. 

Experimen t 3. Effect of galan in on fJ-endorphin levels in MBH tissues 

MBH fragments were incubated in the absence or presence of 500 nM of galanin and 

the ~-endorphin content in the tissue at the end of the 120-min of incubation period was 

determined by RIA. 

Experiment 4. Effect of galan in on POMC mRNA levels 

For dose-response experiments, MBH fragments were exposed to vanous 

concentrations (5, 50, 500, and 5000 nM) of galanin during 120 min. For a time-course 

experiments, 500 nM of galanin was added to the survival medium 0, 30, 60, and 120 min 

before the end of the incubation period. The antagonistic action of galantide on the effect of 

galanin on POMC mRNA levels was evaluated by incubating MBH fragments with galantide 

(500 nM) in the absence or presence of galanin (500 nM) during 120 min. POMC mRNA 

levels were then determined using in situ hybridization and image analysis. 

Experùnent 5. Expression of galan in receptor mRNAs in the MBH at the end of the incubation 

period 

MBH fragments were incubated during 120 min in the presence or absence of galanin 

(500 nM). Then, galanin receptor mRNA expression (GalRl, GalR2, and GalR3) were 

detennined by RT-PCR. 

Experiment 6. Preservation of MBH fragments a fier the incubation period 

At the end of the incubation-period, ~-endorphin and POMC mRNA expressions were 

examined in MBH fragments by means of immunohistochemistry and in situ hybridization 

technique, respectively. In addition, ultrastructural preservation of MBH fragments was 

examined at the electron microscopie level. 

Determination of fJ-endorphin release 

Tissue fragments were incubated as described above. At the end of each experiment, 

EDT A (1 o-2 M), puromycine (1 o-2 M), and phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF, 60 nM) 

were added in each aliquot of incubation medium. Medium samples were stored at -80 C until 



assayed. ~-endorphin concentrations were measured in duplicate by RIA. The sensitivity of 

the assay was 20 pg/tube, and the intraassay variability was 3.4%. 

Measurement of fJ-endorphin contained in MBH tissues 

Tissues treated 120 min with 500 nM of galanin and controls, were frozen in liquid 

nitrogen. The samples were then weighed, homogenized, expelled into 0.2 N HCl and 

centrifuged at 10,000 rpm for 30 min. The supematant was assayed for ~-endorphin by RIA as 

described above. 

Determination of POMC mRNA levels 

Tissue preparation. The tissue fragments were incubated as described above. At the end of 

each experiment, MBH fragments were fixed by immersion in 4% paraformaldehyde 1 0.1 M 
1 

phosphate buffer for 18 h at 4 C, washed for 6 h in 0.05 M Coons veronal buffer (pH 7.4) 

containing 20% sucrose, embedded in Tissue-Tek (Miles Laboratories, Naperville, CA), and 

frozen in liquid nitrogen. Frozen 14-!Jm coronal sections were collected, mounted onto 

gelatin-coated slides and stored at -80 C until use. In order to evaluate the relative POMC 

mRNA level in the MBH from each group, a single-label in situ hybridization was performed. 

35 S-labeled POMC complementary RNA probes. The pCRII vector containing a 409 bp 

Hindiii/Xhoi fragment of rat POMC eDNA (position 221-629 bp ofthe POMC gene exon III) 

was linearized by cutting at a single site with Hindiii for the antisense probe or Xhol for the 

sense probe. In vitro transcription was performed using the T7 RNA polymerase for the 

an ti sense and SP6 RNA polymerase for the sense POMC probes and [ a-35S]CTP (Amersham, 

France). 

In situ hybridization. A single-label in situ hybridization was performed following a protocol 

described previously in detail (12). Briefly, processed sections were hybridized with the 

riboprobe-hybridization buffer mix, which contained the 35S-labeled POMC eRNA probe 

(30,000 cpm/!Jl). Ovemight hybridization at 55 C was followed by RNAse treatment, a series 

of stringent washes, including a high-stringency wash at 60 C. Hybridized slides were 

dehydrated in 70% and 100% ethanols in ammonium acetate, and dipped in K5 emulsion 

(Integra Biosciences, France). Slides were developed after a 10-day exposure. Specificity 



controls included incubation of the sections with 35s sense probe, pretreatment with 

ribonuclease and coincubation with a 100-fold excess ofunlabeled antisense probe. 

Image analysis. The gram density corresponding to relative POMC mRNA levels was 

quantified by using the DensiRag computerized pro gram of Biocom (Les Ulis, France). The 

boundaries of the arcuate nucleus were determined by observing the corresponding azure 

blue-stained sections. Sections were examined under a x25 epiillumination darkfield 

objective. Video images were obtained with a camera attached to the microscope. The optical 

density over the third ventricle adjacent to the arcuate nucleus was measured and used to 

calculate the mean background density, which was subtracted from the optical density 

measurement of signal over the POMC neurons. Neurons were identified as labeled with the 

POMC probe when the optical density was at least three times higher than the background. 

For each experimental group, the density of silver grains per cell was calculated from at least 

800 neurons from 5 animais per group. No specifie labeling was observed on the control 

sections. 

Expression ofgalanin receptor (Ga!Rl, Ga!R2, and Ga!R3) mRNAs in the MBH 

Total RNA was isolated from MBH tissues based on a method previously described 

(17). After treatment with RNAse-free DNasei (Boehringer-Roche Diagnostics, Meylan, 

France), the purity and quantity of total RNA was determined by measurement of the 

absorbance at 260/280 nm. eDNA was synthesized using 5 !Jg of total RNA, and Moloney 

Murine Leukaemia virus transcriptase (Gibco Life Technology) according to the 

manufacturer's instruction. RT negative control was performed by omitting reverse 

transcriptase from the reaction. 

RT-PCRs were performed using gene specifie primers presented in Table 1 (Genset, 

France). Primers for galanin receptors (Table 1) were designed using DNAST AR lasergene 

Primerselect Program (DNASTAR, Madison, WI) and were chosen in regions where less 

homology between GalR1, GalR2 and GalR3 was present. ~-actin eDNA molecules were 

equalized for each sample using a multispecific internai control (18,19) and normalized to 

perform galanin receptors RT-PCRs. 

PCR was performed on 1 !Jl of the eDNA using ampliTaq Gold (Perkin Elmer, Poster 

City, CA) under the following conditions: 1 cycle of denaturation at 94 C for 7 min, 35 cycles 



of denaturation at 94 C for 1 min, primer annealing for 1 min at 55 C for ~-actin, 59 C for 

GalR1 and GalR3, and 57 C for GalR2 and primer extension for 1.5 min at 72 C using a Gene 

Amp PCR System 9700 (Perkin-Elmer Corporation, Foster City, CA, USA). Negative control 

was perfonned by omitting eDNA from the PCR reaction mix. Separation of PCR products 

was achieved by electrophoresis in 3% agarose gel. eDNA plasmids containing the fulllength 

coding region ofGalR1 (4), GalR2 (5), or GalR3 (6) were used as positive controls. 

fJ-endorphin and POMC expressions, morphological preservation 

~-endorphin immunoreactivity was examined to ascertain that the peptide was still 

present in cell bodies and fibers in the MBH after 180 min of incubation. The tissue sections 

(14-J..un) were prepared as described above. Slides were rinsed in 0.1 M Tris-buffered saline 

(TBS) and incubated ovemight at room temperature with a rabbit polyclonal ~-endorphin 

antibody diluted at 1 :2000 with TBS containing 0.3 % Triton. Antigen-antibody binding sites 

were visualized using biotinylated-linked donkey anti-rabbit (1 :200, for 90 min) (Vector 

laboratories, Burlingame, CA) and the standard peroxydase ABC amplification method (for 

90 min) (Vector laboratories). After the DAB reaction, sections were observed with light 

microscopy. POMC mRNA expression in the MBH was assessed by in situ hybridization, as 

described above. 

Microscopie analysis was also performed. MBH fragments, after 180-min of 

incubation in the survival medium or immediatly after decapitation for controls, were 

immersed for 2 h in a fixative mixture of 2% paraformaldehyde, 0.2% picric acid, and 0.1% 

glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, for 2 h at 4 C. Pieces of tissue were 

postfixed for 1 h at room temperature with 1% Os04 in phosphate buffer, and embeded in 

Araldite after dehydratation. Ultrathin sections (80-90 nm thick) were obtained to observe the 

ultrastructural aspect of the MBH. 

Statistical analysis 

All experiments were conducted on at least five animais for each experimental 

condition. Results were analyzed by one-may ANOV A with repeated measures, and the 

significance of differences was determined by the Bonferroni's t-test. Differences between 

groups were considered significantly different when P < 0.05. 



Results 

Effect of galan in on f3-endorphin release from MBH fragments 

W e first determined the levels of ~-endorphin release from MBH fragments exposed to 

various concentrations of galanin. Galanin induced a decrease of ~-endorphin release from 

MBH fragments with respect to controls (Fig. 1 ). At the concentration of 500 nM, galanin 

induced, after 30 min of application, a 55% decrease of basal ~-endorphin release (P < 0.01) 

(mean concentration of ~-endorphin in the survival medium: 2.30 ± 0.22 ng/ml versus control: 

5.01 ± 0.34 ng/ml) (Fig. lA). The decrease in basal ~-endorphin release occurred within 30 

minutes after the addition of galanin into the medium and persisted during the following 30 

minutes period (P < 0.01) (Fig. lB). Galantide, a non-selective galanin receptor antagonist, 

did not significantly affect basal ~-endorphin secretion but abrogated the inhibitory effect of 

galanin on ~-endorphin release (concentration of ~-endorphin in the survival medium: 4.60 ± 

O. 77 ng/ml, versus galanin 500 nM: 2.30 ± 0.22 ng/ml) (Fig. 1 C). 

Effect of a calcineurin (protein phosphatase 2B) inhibitor on galanin-induced inhibition of /3-

endorphin release 

Since the activation of calcineurin has been suggested to underlie the inhibitory effect of 

galanin on exocytosis (20), MBH fragments were exposed to FK-506, a calcineurin inhibitor. 

FK-506 (10 11M) reversed the inhibitory effect of galanin on ~-endorphin release 

(concentration of ~-endorphin in the survival medium: 7.01 ± 1.76 ng/ml, versus galanin 500 

nM: 2.30 ± 0.22) (Fig. 2). 

Effect of galan in on /3-endorphin content in MBH tissues 

~-endorphin levels were measured in MBH tissues after the 120-min of incubation­

period. Exposure ofMBH fragments to 500 nM galanin induced 2-fold increase (P < 0.01) in 

~-endorphin content (Fig. 3). 

Effect of galanin on POMC mRNA levels 

In situ hybridization histochemistry-coupled to densitometric analysis was performed in 

order to determine the relative changes in POMC mRNA levels in MBH fragments exposed to 



various concentrations of galanin. Galanin induced an increase of the mean density of silver 

grains overlying POMC neurons compared to controls (P < 0.01) (Figs. 4 and 5). At a 

concentration of 500 nM galanin, a 30% increase in POMC mRNA levels was observed (Fig. 

4A). The shortest lapse of time necessary for galanin (500 nM) to induce an increase in the 

POMC mRNA levels in MBH fragments was 60 min and the effect was more pronounced 

after 120 min of incubation with galanin (Fig. 4B). The non-selective galanin receptor 

antagonist galantide (500 nM) significantly inhibited the increase in POMC mRNA levels 

induced by 500 nM galanin (Fig. 4C). Galantide alone had no significantly effect on POMC 

mRNA levels compared to controls (Fig. 4C). 

Expression of galanin receptor mRNAs in the MBH at the end of the incubation-period 

In order to detennine whether galanin receptor mRNAs were still expressed at the end 

of the incubation period, RT-PCR analysis was performed to investigate the expression of 

galanin receptor subtypes in MBH fragments incubated in the presence or absence of galanin 

(500 nM). Figure 6 shows that Ga1R1, GalR2, and GalR3 mRNAs were present in MBH 

fragments incubated at the end of a 120-min incubation period. 

Preservation of MBH fragments a fier the incubation period 

Several morphological controls were performed in order to assess the preservation of 

the MBH fragments at the end of the incubation period. Numerous P-endorphin 

immunoreactive- and POMC mRNA-expressing cells were still observed in the MBH after 

180 min of incubation (Fig. 7, A and C). P-endorphin immunoreactivity was present in cell 

bodies and fibers (Fig. 7 A and B). POMC mRNA-expressing cells were seen throughout the 

arcuate nucleus (Fig. 7C). These neurons were similar in number, location and morphology to 

previously described POMC neurons (12). Electron microscopie examination of MBH 

fragments revealed that the ultrastructure was well preserved after 180 min of incubation, and 

that the morphological aspect of the tissue was comparable to that of freshly dissected MBH 

fragments (Fig. 8). Precisely, the nerve endings were in close of contact cell bodies of the 

arcuate nucleus and the different organelles were well preserved (Fig. 8). 



Discussion 

The present study has demonstrated for the first time that galanin modulates POMC 

neuronal activity: galanin induces a transient decrease of spontaneous ~-endorphin release 

associated with an increase in POMC mRNA levels in MBH fragments. Consistent with both 

the decrease in ~-endorphin secretion and the increase in POMC mRNA expression, galanin 

treatment caused an accumulation of ~-endorphin peptide in hypothalamic tissues. These 

effects appeared to be mediated through activation of galanin receptors inasmuch as they were 

antagonized by the non-selective galanin receptor antagonist galantide. The mRNAs encoding 

the 3 galanin receptor subtypes (GalR1, GalR2, and Ga1R3) were still expressed in the MBH 

tissues at the end of the incubation period suggesting their potential implication in the 

modulation ofPOMC neurons. In addition, the fact that FK-506 treatment reversed the effect 

of galanin on ~-endorphin release, indicates that the protein phosphatase calcineurin is 

involved in the signaling pathway leading to the transient inhibition of ~-endorphin release by 

galanin. 

It is likely that most of the ~-endorphin measured in the survival medium after our 

experiments resulted from ~-endorphin release from the nerve endings located in the arcuate 

nucleus and/or from the few nerve endings located in the internai layer of the median 

eminence. The overall decrease in ~-endorphin levels in the medium induced by galanin 

treatment could be ascribed to either a decrease in the release of ~-endorphin or an increase in 

the degradation of P-endorphin. However, since the calcineurin inhibitor FK-506 abrogated 

the inhibitory effect of galanin on P-endorphin release, and since ~-endorphin levels in MBH 

tissues were higher after application of galanin during 120-min, it appears that the inhibitory 

effect of galanin on P-endorphin release can be accounted for by a decrease of the release 

rather than an increase in the degradation of the peptide. Activation of calcineurin is thought 

to underlie the inhibitory effect of galanin on exocytosis (20). Calcineurin interacts with the 

signal transduction system inside the cells, specifically with the phosphorylation of calcium 

channels (21-23). In other models, previous reports indicate that protein dephosphorylation 

affected by calcineurin may suppress voltage-dependant Ca2
+ -channel activity and, in doing 

so, inhibits evoked glutamate release from cerebral nerve terminais (24). The crucial role of an 



increased cytoplasmic Ca2
+ concentration for the initiation of exocytosis in neuroendocrine 

cells and nerve terminais has been extensively documented. 

We fmmd that galanin induces an increase in POMC mRNA levels. This effect of 

galanin on POMC mRNA levels might be due either to an increase of transcriptional activity 

or to an increase of POMC mRNA stability. It is also conceivable that, in addition to a direct 

effect of galanin on POMC neurons, the increase in POMC mRNA levels may result from the 

decrease in 0-endorphin secreted in the medium after galanin treatment. Indeed, 0-endorphin 

directly modulates POMC neuronal activity (25), particularly by decreasing POMC mRNA 

levels (26). Thus, the reduction of 0-endorphin concentration in the survival medium may 

induce an increase of POMC mRNA levels. We can also speculate that the galanin-induced 

decrease in 0-endorphin secretion together with the galanin-induced increase in POMC gene 

expression may cause the accumulation of 0-endorphin peptide in the MBH fragments that we 

observed at the end of the incubation-period. 

It is very likely that galanin exerts its modulatory effect directly on POMC neurons 

since (i) galanin-containing fibers make synaptic contacts with 0-endorphin perikarya in the 

arcuate nucleus (27), (ii) high concentrations of 1251-galanin binding sites occur in the arcuate 

nucleus and in the median eminence and the distribution of the recognition sites overlap with 

that of 0-endorphin-immunoreactive cell bodies and nerve terminais (28), (iii) GalRl and 

GalR2 receptor mRNAs are expressed in arcuate POMC neurons (12). In addition to an action 

through the GalRl and GalR2 receptor subtypes, it cannot be excluded that galanin exerts its 

effect through the GalR3 receptor since we found by RT-PCR that the mRNA for this receptor 

is expressed in the MBH. Because of the lack of selective ligands for galanin receptors, it is 

not currently possible to determine the specifie role of each receptor subtype in the 

modulation ofPOMC neuronal activity. 

The differentiai effects of galanin on ~-endorphin release and POMC mRNA levels 

can be accounted for by the distinct signal transduction pathways recruited by the three 

galanin receptor subtypes. GalRl and GalR3 mediate sorne oftheir actions through Gi-linked 

pathways whereas GalR2 can pleiotropically couple through 3 distinct classes of G proteins 

with an approximately rank of order of Go = Gq > Gi (29). These various signal transduction 

pathways induced by galanin receptor activation may lead to various intracellular events such 

as stimulation of inositol phosphate production and mitogen-activated protein kinase, 



inhibition of adenylate cyclase and cAMP production (29), opening of K+ channels (30-32), 

and inhibition of voltage-gated Ca2
+ channels (33-35). These various cellular events induced 

by activation of specifie galanin receptor subtypes may then produce both stimulatory and 

inhibitory effects on the target cell. 

The present data, together with previous studies showing the presence of an abundant 

network of galanin nerve terminais in the mediobasal hypothalamus (1 ), support the notion 

that the galanin may play an important physiological role in the regulation of P-endorphin 

release and POMC gene expression. Galanin as well as POMC have been shawn to modulate 

various physiological functions such as reproduction, feeding behavior, or growth (for review, 

see 13). Furthermore, there is strong evidence that the galanin/POMC interrelation may be 

implicated in the regulation of GnRH neuronal activity. It bas been reported that galanin 

stimulates GnRH release from arcuate nucleus-median eminence fragments (14). The fact that 

~-endorphin inhibits GnRH release (36) together with the present study showing that galanin 

decreases spontaneous ~-endorphin release from MBH fragments, strongly suggests that the 

stimulatory effect of galanin on GnRH secretion can be mediated, at !east in part, by 

attenuation of the ~-endorphin-induced inhibition of GnRH secretion. Consistent with this 

hypothesis, we have recently shawn that GalRl and GalR2 mRNAs are preferentially 

expressed in rostral POMC neurons (12), a subpopulation ofPOMC neurons known to project 

preferentially to the preoptic area (37), and we have found that gonadal steroids modulate the 

expression of galanin receptors (12). 

In addition, the modulatory effect of galanin on POMC neuronal activity may also be 

involved in the feedback exerted by estrogens at the leve! of the arcuate nucleus, on GnRH 

neurons. Indeed, almost half of the MBH galaninergic neurons express estrogen receptors (38) 

and galanin fibers observed within the arcuate nucleus originate from intrinsic neurons 

(27,39). However, while it is admitted that POMC neurons play a role in the estrogen 

feedback on GnRH neurons, only 5% of arcuate POMC neurons possess estrogen receptor 

(40-42) and there is little evidence supporting a role for ~-endorphin neurons as direct 

estrogen-sensitive primary afferents to GnRH neurons ( 42). Thus, these data suggest that the 

estrogen feedback occurring on the POMC-GnRH network could be mediated, at least in part, 

by galanin neurons of the arcuate nucleus. 



In conclusion, the present study provides new evidence for a functional relationship 

between galanin and POMC neurons in the hypothalamus. Our data show that galanin exerts a 

complex effect on POMC neuronal activity including a transient decrease in ~-endorphin 

release associated with an increase in POMC mRNA levels and ~-endorphin content in MBH 

tissues. Since POMC neurons expressing galanin receptors are likely to play a role in the 

regulation of the GnRH neuroendocrine axis (12), we surmize that galanin may exert part of 

its effects on GnRH neuronal activity via the POMC neuronal system at the MBH level. This 

intenelationship between galanin and POMC neurons may contribute to the estrogen feedback 

occurring within the arcuate nucleus on GnRH neurons. 
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TABLE 1. Sense and antisense primers for ~-actin, GalRl, Ga1R2, 
and GalR3 

Primer pair Sequence 

~-actin sense 5 '-GCAAGCGCTCCTACTCCAT -3' 

~-actin anti-sense 5 '-TCACTGGCCCTTCTTGTGCA-3' 

GalRl sense 5 '-AACCTCCAGCGGAACCCAGG-3' 

GalRl anti-sense 5 '-CATAGCGATCCACAGACATCG-3' 

GalR2 sense 5 '-ATGAATGGCTCCGGCAGCCA-3' 

Ga1R2 an ti -sense 5' -AACAGCCTTGCAGAGCAGCG-3' 

GalR3 sense 5 '-CTGTGGCAGTGCCTGTGATC-3' 

Ga1R3 an ti -sense 5 '-TGCCGCACAGCCAGGTACCT -3' 



Fig. 1. Effect of galanin on ~-endorphin release by rat MBH fragments. (A) Effect of graded 
concentrations of galanin (30 min) on ~-endorphin release. (B) Time-course of the effect of 
galanin (500 nM) on ~-endorphin release. MBH fragments were incubated with 500 nM 

galanin for 120 min and ~-endorphin levels were measured in the survival medium every 30 
min. (C) Effect of the non-selective galanin receptor antagonist galantide on basal and 
galanin-induced inhibition of ~-endorphin release. MBH fragments were incubated for 30 min 
with 500 nM galanin in the absence or presence of 500 nM galantide. Values are mean ± 
SEM. Statistical differences (P < 0.01) among the average values for each concentration of 
galanin are indicated as a versus b, and c vs. d. 
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Fig. 2. Effect of the calcineurin inhibitor FK-506 on the galanin-evoked inhibition of P­
endorphin release. MBH fragments were incubated for 30 min with 500 nM galanin in the 
absence or presence of 10 11M FK-506. Controls consisted in incubating MBH fragments with 
buffer alone. Values are mean± SEM. Statistical differences (P < 0.01) among the average 
values for each conditions are indicated as a versus b. 
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Fig. 3. ~-endorphin content in MBH tissues incubated in absence (control) or presence of 500 
nM galanin for 120 min. Values are mean± SEM. Statistical differences (P < 0.01) among the 
average values for each concentration of galanin are indicated as a versus b. 
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Fig. 4. Effect of galanin on POMC mRNA levels. The relative concentrations of POMC 
mRNA were quantified by in situ hybridization. (A) Effect of graded concentrations of 
galanin (120 min) on POMC mRNA levels. (B) Time-course of the effect of galanin on 
POMC mRNA levels. Galanin (500 nM) was added 0, 30, 60, or 120 min before the end of 
the incubation period. (C) Effect of the non-selective galanin receptor antagonist galantide on 
basal and galanin-induced POMC mRNA levels. Values are mean ± SEM. Statistical 
differences (P < 0.01) among the average values are indicated as a versus b, and c vs. d. 



A 
120 

(b) (b) 

100 
tl) 

(i) 
> 80 ~ 

<1: z 
0:: GO 

E 
u 
:E 40 

0 
a. 

20 

0 5 50 500 5000 

Galanin (nM) 

8 
120 

(b,d) 

100 
tl) 

(i) 
> 80 ~ 

<1: z 
0:: GO 

E 
u 
:E 40 

0 
a. 

20 

0 30 60 120 

Time (min) 

c 
120 

(b) 

100 
tl) 

(i) 
> 80 ~ 

<1: z 
0:: GO 

E 
u 
:E 40 

0 
a. 

20 

Control Galanin Galanin Galantide 
+ 

Galantide 



Fig. 5. Darkfield photomicrographs showing POMC mRNA-expressing neurons in the arcuate 
nucleus from galanin (500 nM)-treated or control MBH fragments. Note the higher level of 
expression of POMC mRNA in galanin-treated (A) as cornpared to control (B) MBH 
fragments. Scale bar, 15 J.trn. 





Fig. 6. RT-PCR analysis of GalR1, GalR2, and GalR3 mRNA expression. RT products, 
isolated from MBH fragments incubated for 120 min in the presence (lanes 1-3) or absence 
(lanes 4-6) of 500 nM galanin, were used in PCR reactions with galanin receptor or !3-actin 
primers. Primers for GalR1, Ga1R2, and GalR3 generated the expected nucleotide fragment 
(351 bp, 640 bp, and 327 bp respectively) as shown by plasmid control amplified products 
(lane P). !3-actin (238 bp) was amplified as internai control. M, molecular size markers. 
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Fig. 7. Brightfield photomicrographs showing P-endorphin-immunoreactive (A,B) and POMC 
mRNA-expressing (C) neurons in MBH fragments after 180 min of incubation. Dark 

precipitates (A, B) indicate processes immunoreactive for P-endorphin. Black silver grains 
(C) indicate cells labeled with a 35S eRNA probe for POMC mRNA. Small arrows point to P­
endorphin-immunoreactive fibers and large arrows point to P-endorphin-immunoreactive cell 
bodies. Asterisk, third ventricle. Scale bar, 100 ~-tm (A,C); 20 ~-tm (B). 
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Fig. 8. Electron microphotographs of ultrathin sections showing the ultrastructure of the 
arcuate nucleus from freshly dissected (A) or 180 min-incubated (B) MBH fragments. Arrows 
point to nerve endings; arrowheads point to mitochondria. N, nucleus. Scale bar, 0.45 J..Lm 
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Les résultats de notre étude montrent que la galanine induit une inhibition de la 

libération spontanée de ~-endorphine à partir de fragments d'hypothalamus médiobasaux. Cet 

effet est observé, et est maximal, dès les trente premières minutes d'application de galanine. 

De plus, l'inhibition des effets de la galanine par le FK-506 suggère que la galanine inhibe la 

libération de ~-endorphine par activation de la calcineurine. Dans un deuxième temps, c'est à 

dire après 60 min d'application, la galanine induit une augmentation des taux relatifs 

d'ARNm codant la POMC présents dans les neurones du noyau arqué. Par ailleurs, la 

galantide antagonise les effets de la galanine sur la libération de ~-endorphine et l'expression 

de l' ARNm codant la POMC, ce qui suggère que la galanine agit spécifiquement via 

1' activation de ses récepteurs. 

L'ensemble de ces résultats nous permet d'envisager que la galanine induit une 

accumulation de ~-endorphine dans le neurone (à la fois en augmentant l'activité 

transcriptionnelle ou la stabilité du transcrit POMC et en inhibitant la libération du peptide). 

Cette hypothèse est confirmée par nos dosages de ~-endorphine réalisés dans les tissus après 

incubation et montrant une accumulation massive de ~-endorphine, après 120 minutes 

d'incubation avec la galanine, dans les fragments d'hypothalamus médiobasaux. 

Enfin nous ne pouvons écarter 1 'hypothèse selon laquelle la galanine induirait ses 

effets via le GalR3 puisque nos résultats de RT-PCR montrent que l'ARNm codant ce 

récepteur est exprimé, au même titre que le GalRl et le GalR2, dans les fragments 

d'hypothalamus médiobasaux incubés. 
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II. Auto-régulation des neurones à POMC par la ~-endorphine 

L'utilisation de la morphine a permis d'établir que les opioïdes modulaient l'activité 

des neurones à POMC. En effet, l'injection périphérique de morphine induit une diminution 

des niveaux d'expression d'ARNm POMC dans le noyau arqué (Bronstein et al., 1990; 

Garcia de Y ebenes et Pelletier, 1993 ;Wardlaw et al., 1996; Fang et al., 1998). Ainsi, lors de 

cette troisième étude, il nous est apparu important de déterminer si l'action de la ~-endorphine 

sur l'activité des neurones à POMC était directe. En d'autres termes, l'existence de contacts 

synaptiques asa-somatiques et axo-dendritiques entre les neurones à POMC ayant déjà été 

demontrée (Chen et Pelletier, 1983; Kiss et Williams, 1983), nous avons voulu savoir si les 

neurones à POMC exprimaient le récepteur Il aux peptides opioïdes, récepteur sur lequel la~­

endorphine se fixe à haute affinité. A cet effet, nous avons entrepris un double marquage par 

hybridation in situ utilisant des ARNm antisens du récepteur Il marqués au 35S et des ARNm 

antisens de la POMC marqués à la digoxigénine. Le pourcentage de neurones à POMC 

exprimant 1' ARNm codant le récepteur Il a été régionalisé et quantifié à deux niveaux antéro­

postérieurs du noyau arqué. 
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Abstract 

lt has been previously demonstrated that the activity of proopiomelanocortin (POMC)-containing neurons in the rat arcuate nucleus is 
reh'lJlated by opiates, but the expression of opioid receptors in POMC neurons has never been reported. In the present study, we have 
applicd a double-labeling in situ hybridization technique to investigate the occurrence of f.l,-opioid receptor mRNA on POMC neurons. 
We have found that 20 ± 3% of arcuate POMC neurons express f.I,-Opioid receptor mRNA and that the proportion of POMC neurons 
expressing f.I,-Opioid receptor is higher in the caudal than in the rostral portion of the arcuate nucleus. Our data suggest that POMC 
neurons might be both auto-regulated by [3-endorphin, and regulated by enkephalins. © 1999 Elsevier Science B.V. Ali rights reserved. 

Ke}•words: Proopiomclanocortin; Enkcphalin; [3-Endorphin; J.L-Opioid rcccptor; Arcuatc nucleus; Reproduction 

Proopiomelanocmiin (POMC) is the precursor of the 
opioid peptide [3-endorphin as weil as a number of other 
bioactive peptides, including adrenocorticotropin (ACTH) 
and a-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH). ln the 
arcuate nucleus, the POMC gene is expressed by a subpop­
ulation of neurons whose activity is controlled by various 
signaling molecules, such as GABA, galanin, neuropeptide 
Y and leptin [1,4,5,10]. Morphological obseryations sug­
gest that POMC neurons may be directly regulated by 
opioid peptides, especially by POMC- and proenkephalin­
derived peptides [9,17,26]. In support of this hypothesis, 
electrophysiological studies perforrned on hypothalamic 
slices have shawn that opioid peptides decrease the sponta­
neous activity of POMC arcuate neurons [16]. These obser­
vations suggest that POMC neurons may be either auto­
regulated by [3-endorphin, or regulated by enkephalins. 

Although the activity of POMC neurons can be regu­
lated by opioid peptides, the occurrence of opio id receptors 
in POMC neurons of the arcuate nucleus has never been 
documented. In fact, the overall density of JJ--opioid recep-

Corrcsponding author. Fax: + 33-3-20-62-20-61; E·mail: 
bourct@bisc11c.lillc.inscrm.fr 

tors in the arcuate nucleus is relatively low [ 19] and only a 
few neurons of the arcuate nucleus express the JJ--receptor 
gene [ 18, 19]. In the present study, we have applied a 
double-labeling in situ hybridization technique to investi­
gate the possible occurrence of JJ--receptor mRNA in 
POMC-expressing neurons of the rat arcuate nucleus. 

Four adult female Wistar rats weighing 250-275 g 
(CERJ, France) were maintained on a 14-h light, 10-h dark 
schedule, with food and water available ad libitum. After 
anaesthesia with ketamine (20 mgjkg)jxylazine (0.2 
mljkg), animais were perfused intracardially with 5-10 
ml saline followed by 500 ml 4% paraforrnaldehyde in 0.1 
M phosphate buffer. The brains were removed and im­
mersed in the same fixative for 2 h. Brains were then 
washed ovemight in 0.05 M Coons verona1 buffer, (pH 
7.4), containing 20% sucrose, embedded in Tissue-Tek 
(Miles Laboratories, Naperville, IC), and frozen in liquid 
nitrogen. Frozen 14 JJ-m corona! sections were collected 
onto gelatine-coated s1ides from the leve! of - 1.8 to - 4.8 
mm relative to bregma of the atlas of Paxinos and Watson 
[21]. Ali experiments were carried out in accordance with 
the European Communities Council Directive of 24 
November 1986 (86/609/EEC), regarding mammalian 
research. 

0 169-328Xj99 j$ - sec front matter © 1999 Elsevier Science B.V. Ail rights rcscrvcd. 
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A TM VI vcclor contammg a 540-hp EmRI/ Hindiil 
fragment of !J..-opioid peptide rcccptor eDNA (kindly pro­
video hy H. Akil, USA) was lincarizcd hy cutting at a 
single site with EcoRl for the antiscnsc probe or Hindiil 
for the sense probe. In vitro transcription was pcrformcd 
using the T7 RNA polymcrasc for the anliscnsc and Sl'o 
RNA polymcrasc for the sense ~J..-opioid peptide rcccplor 
probes and [35 S]CTI' (Amcrsham, h<mcc). 

A 400-hp DNA fragment (position 221-26!) hp of the 
I'OMC gene cxon III) was amplilïcd hy polymcrasc chain 
reaction (l'CR) from the rat I'OMC gene suhcloncd in 
pBR322 (providcd hy Dr. Drouin, MontreaL Canada). The 
l'CR fragment was suhcloncd into the pCR ''"II veel or. 
Hindiil and T7 made the antiscnsc prohc, and Xhol wilh 
Spo polymcrasc produccd the sense probe for I'OMC. In 
vitro transcription was pcrformed using a digoxigcnin RNA 
laheling mixture (Bochringcr Mannheim, l'rance). 

Douhlc-lahcling in situ hyhridization was pcrformcd as 
prcviously dcscrihcd [20]. Briclly, proccssed tissues wcrc 
hyhridizcd with the rihoprohe-hyhridization huiler mix, 
containing 35 S-lahcled ~J..-rcccptor eRNA probe 00.000 
c.p.m./iJ..O plus the digoxigenin-lahcled I'OMC eRNA 
pro he ( 1 :200). Ovcrnight hyhridizalion at 55°C was fol­
lowcd hy RNAse trcatmcnt, a series of stringcnt washcs, 
including a high-stringcncy wash at o0°C. Tissue sliccs 
werc incuhated with antidigoxigcnin antihody conjugatcd 
to alkalinc phosphatasc and stained with NBT and BCII' 
(Bochringer Mannheim, France). The sliccs wcrc thcn 
dchydralcd in 70'/f· and l 00'#· ethanol in ammonium ac­
etate, and dipped in K5 emulsion (Integra Bioscicnccs, 
l'rance). Following a 20-day exposure, slidcs werc dcvcl­
opcd. 

Using the rat hrain atlas of l'axinos and Watson [21] as 
an anatomical guide, the arcuatc nucleus was divided into 
two arcas of approximatcly equal lcnglh in the rostral­
caudal plane. !;our tissue sections pcr rostro-caudal arca 

.·· 

A 

wcrc analyzcd for cach animal. I'OMC mRNA-cxprcssing 
cclls, rcprcscntcd hy ccli bodies with hluc reaction prod­
ucl, wcrc countcd undcr a X 20 objective al hrighl-lïcld 
illumination with a Zeiss Axioskop (Zeiss, Cîcnnany). 
Each digoxigcnin-lahclcd I'OMC ncuron was cxamincd for 
the presence or silvcr grains using alternative observations 
in hright-lïcld and dark-lïcld illuminations. The total num­
hcr of single or douhlc-lahclcd cclls pcr hcmiseclion was 
countcd for cach animal. l'rom thcsc data, the proportion 
of I'OMC ncurons cxprcssing IJ..-rcccptor mRNA in cach 
arca was calculatcd and avcragcd lo determine ils regional 
distribution. 

The I'OMC mRNA-containing ncurons wcrc widcly 
distrihutcd throughoul the arcualc nucleus. Thcsc ncurons 
wcrc similar in location, numhcr and morphology to prcvi­
ously dcscrihcd POMC [ 11,25] and [3-endorphin ncurons 
[ 12]. Scattcrcd ~J..-opioid rcccptor mRNA-Iabclcd cc lis werc 
dctccted throughoul the rostro-caudal regions as prcviously 
dcscribcd [ 1 0]. Somc l'OMC ncurons cxhihitcd silver grain 
clustcrs lying dircctly ovcr the cclls, rellccting the pres­
ence of IJ..-opioid rcccptor mRNA (l<ig. 1). The dcnsity of 
grains over each ccli was modcratc, in agreement with a 
prcvious study dcmonstrating thal expression of IJ..-rcccptor 
mRNA is low in arcuatc cclls [ 1 0]. 

Quantitative analysis showcd thal, in the whole arcuatc 
nucleus, 20 ± Y# or the l'OMC mRNA-containing ncu­
rons cxprcsscd IJ..-opioid rcccptor mRNA. The proportion 
of POMC neurons exprcssing the IJ..-opioid reccptor mRNA 
was highcr in the caudal than in the rostral part or the 
arcuatc nucleus (1 ;ig. 2). 

The presence of IJ..-opioid reccptor mRNA in l'OMC 
ccli bodies provides clear-cul evidence for a direct action 
or opioid peptides on arcuate I'OMC ncurons in the rat and 
arc consistent with the hypothcsis that arcuatc l'OMC 
ncurons arc intcrconncctcd as weil [0]. Thesc data arc 
consistent with prcvious studics showing thal opiatcs mod-

Fig. 1. Bright-lïeld tA) and dark-lïeld (BJ microphotographs showing POMC mRNA-expressing neurons tdark predpitatel ami J.L-opioid peptide reccptor 

mRNA-expressing cclls (silver grains). Black and white arrows point to J>OMC neurons expressing J.L-Opioili reccptor mRNA. 
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Fig. 2. Sc hematie drawings showing the distribution of cclls expressing 
POMC mRNA (open circlcs), ~J.-mRNA (stars) or POMC and ~J.-mRNAs 
(sol id circles) in two representative sections of the arcuate nucleus (A: 
rostral leve!: B: caudal leve!). V= third ventricle. 

ulate the expression of both POMC mRNA and POMC-de­
rived peptides [6,13,24]. Our results are in agreement with 
electrophysiological studies showing that opioid peptides 
hyperpolarize 13-endorphin-containing neurons of the rat 
hypothalamus through activation of 1-L-receptors [16]. The 
fact that POMC makes synaptic contacts with POMC 
neurons [9] provides additional support for a physiological 
role of j.L-receptors in the regulation of POMC neuron 
activity in the arcuate nucleus. 

Otherwise, enkephalin may also modulate POMC neu­
ronal activity via the 1-L-opioid receptor since enkephalin­
containing te1minals make synaptic contacts with POMC 
neurons while no expression of 8-opioid receptor has been 
repOiied in the arcuate nucleus [ 18,26]. 

The functional significance of the POMC interconnec­
tions as weil as the interrelation between enkephalinergic 
and POMC neurons remain to be determined. As demon­
strated by the results of the present study, their physio­
logical roles can be associated with a greater number of 
functions since POMC neurons project to many brain 
areas. Among these functions, it is likely that POMC 
neurons are involved in prehypophysiotropic systems as 
the hypothalamic-pituitary-gonadal axis (HPG) and the 
hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA). For HPG reg­
ulation, !3-endorphin is thought to be an important inhibitor 
of GnRH neuronal activity by their projection into the 
preoptic area [11]. For HPA regulation, POMC neurons are 

known to modulate CRH secretion [7]. Otherwise, sorne 
CRH neurons co-express enkephalin in the rat [8,14,15], 
and thus, a CRHjenkephalin pathway could be involved in 
a short loop feedback regulation of POMC neurons. 

However, if these results argue in favor of linkage 
between opioid systems, recent results have also revealed 
the presence of an endogenous morphine material in 
perikarya, fi bers, and terminais [2,3]. Arguments for exis­
tence of regulations implicating morphine have also been 
given by severallaboratories [22,23]. Therefore, we cannot 
discard that an opiate could also regulate the activity of 
POMC neurons by acting on the 1-L-receptor. 

In summary, this study demonstrates that, in the arcuate 
nucleus, opioids might directly modulate the activity of 
POMC neurons via an action on the 1-L-opioid receptor. 
These results definitely shows that 13-endorphin can exert a 
direct regulatory feedback on these neurons. 
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Nos résultats d'hybridation in situ montrent qu'environ 20% des neurones à POMC 

expriment 1 'ARNm codant le récepteur aux opioïdes ).l. Ceci suggère que les opioïdes, et plus 

particulièrement la 0-endorphine, pourraient moduler directement l'activité des neurones à 

POMC. Ces résultats suggèrent ainsi une possible autorégulation des neurones à POMC. 

La régionalisation nous permet d'établir qu'une plus forte proportion de neurones à 

POMC exprimant 1 'ARNm codant le récepteur )1 est localisée dans le noyau arqué postérieur. 

Ces résultats sont à mettre en parallèle avec l'étude de Fang et al. (1998) montrant que la 

diminution des niveaux d' ARNm POMC induite par la morphine est plus prononcée dans la 

partie postérieure du noyau arqué que dans sa partie antérieure suggérant que, de façon 

endogène, les neurones à POMC seraient plus sensibles à l'action de la 0-endorphine dans la 

partie caudale du noyau arqué. 
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Article 4 

" Evidence that transforming growth factor-~ may directly modulate 
proopiomelanocortin neuronal activity in the female rat arcuate nucleus " 

S. Bouret, M. Tran Van Choi-Mariot, V. Prevot, D. Croix, T. Takumi, 
S. Jégou, H. Vaudry, J.C. Beauvillain, V. Mitchell 

-soumis-



III. Implication des cellules gliales, via le TGFB, dans la régulation de 

l'activité des neurones à POMC 

Il est désormais admis que les cellules gliales participent activement à la régulation de 

l'activité de nombreuses populations neuronales. Au niveau hypothalamique, une étude 

réalisée chez la caille a montré que l'augmentation de la sécrétion de LH était précédée par 

une augmentation de l'expression du proto-oncogène c-fos par les astrocytes hypothalamiques 

(Meddle et Follett, 1997). Cette observation suggère que les cellules gliales peuvent être 

impliquées dans la régulation des processus physiologiques conduisant à la survenue du pic 

préovulatoire de GnRH/LH. De plus, il a été montré que les cellules gliales expriment le 

récepteur aux œstrogènes (Langub et al., 1992 ; Buschanan et al., 2000 ; Cardona-Gomez et 

al., 2000), L'équipe d'Ojeda (pour revue, voir Ojeda et al., 2000) a été la première à montrer 

que les cellules gliales synthétisaient des facteurs de croissance, en particulier le TGF-a et les 

neurégulines -deux membres de la famille de l'epidermal growth factor (EGF)- et à impliquer 

ces facteurs gliaux dans la régulation de l'activité des neurones à GnRH. Plus récemment, 

Melcangi et ses collaborateurs ont mis en évidence in vitro qu'un autre facteur astrocytaire, le 

TGF~, pouvait moduler la sécrétion de GnRH (Melcangi et al., 1995; Galbiati et al., 1996; 

Messi et al., 1999). Récemment, nous avons montré que l'ARNm codant l'un des récepteurs 

au TGF~ (le récepteur sérine-thréonine kinase B 1 de type I au TGF~ et à 1' ac ti vine) était 

exprimé dans les régions hypothalamiques associées à la régulation du système à GnRH 

(Prevot et al., 2000b). L'expression de ce récepteur dans le noyau arqué, nous a permis 

d'émettre l'hypothèse d'une régulation de l'activité des neurones à POMC par le TGF~ et 

ainsi de l'existence d'une communication entre les astrocytes du noyau arqué et les neurones 

àPOMC. 
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Le premier objectif de ce travail a été d'étudier l'effet du TGFP 1 sur les niveaux 

d'expression d' ARNm POMC. A cet effet, nous avons incubé des fragments d'hypothalamus 

médiobasaux avec du TGFP 1 et quantifié par hybridation in situ suivie d'une analyse 

d'images les taux relatifs d' ARNm POMC à deux niveaux antéro-postérieurs du noyau arqué. 

Dans un deuxième temps nous avons voulu savoir si une possible action directe du 

TGFP au niveau des neurones à POMC était envisageable. Dans cette optique, l'expression de 

récepteurs spécifiques au TGFP par les neurones à POMC s'avère indispensable. Etant donné 

que le TGFP agit sur sa cellule cible via un récepteur sérine-thréonine kinase dit de type II qui 

s'hétérodimérise alors avec un récepteur de type I (Bassing et al., 1994), nous avons entrepris 

d'étudier l'expression des récepteurs au TGFP de type 1 et II par les neurones à POMC à 

différents niveaux antéro-postérieurs du noyau arqué. Nous avons également examiné si une 

coexpression entre les récepteurs de type I et de type II était possible dans des mêmes cellules 

du noyau arqué. L'étude de l'expression 1) du récepteur de type I dans les neurones à POMC 

a été réalisée par un double marquage d'hybridation in situ (utilisant une ribosonde transcrite 

à partir d'un plasmide contenant l'ADNe du récepteur B 1 de type I au TGFP ou de la POMC), 

2) du récepteur de type II dans les neurones à POMC a été réalisée par un marquage 

immunohistochimique (pour la détection du récepteur de type Il) suivi d'un marquage 

d'hybridation in situ (pour la détection de l' ARNm codant la POMC), et 3) du récepteur de 

type I et de type II dans les mêmes cellules du noyau arqué a été entreprise par 

immunohistochimie (pour la détection du récepteur de type Il) suivie d'une hybridation in situ 

(pour la détection du récepteur de type I). 

Dans un troisième temps, étant donné que les neurones à POMC sont soumis à l'action 

des stéroïdes gonadiques (Wise et al., 1990) nous avons quantifié et régionalisé le nombre de 

neurones à POMC exprimant l' ARNm du récepteur B1 sur des coupes de rates 
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ovariectomisées (OVX), OVX et supplémentées en œstradiol (OVX+E2), et OVX+E2 et 

supplémentées en progestérone (OVX +E2P). 

106 



Evidence that Transforming Growth Factor-P May Directly 
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ABSTRACT 

The purpose of the present study was to determine whether transforming growth 

factor-~ (TGF~) was able to regulate proopiomelanocortin (POMC) neuronal activity in the 

arcuate nucleus. In a first set of experiments, mediobasal hypothalamic fragments were 

exposed to TGF~ 1 and the relative POMC mRNA expression was assessed by in situ 

hybridization using a radiolabeled POMC riboprobe. The results showed that 4x 1 o·10 M 

TGF~ 1 was efficient in decreasing significantly the amounts of POMC mRNA (P < 0.01). 

Interestingly, the decrease of relative POMC mRNA levels was higher in the rostral than in 

the caudal part of the arcuate nucleus(% of decrease: 49.9 ± 3.5 in the rostral part versus 32.7 

± 3.6 in the caudal part; P < 0.01). In a second set of experiments, we examined the 

occurrence of TGF~ receptor expression in arcuate POMC neurons. Dual labeling in situ 

hybridization and in situ hybridization coupled to immunohistochemical labeling were 

perfom1ed to examine, respective! y, mRNA expression of the B 1 type I serine-threonine 

kinase receptor for TGF~ (TGF~-RI) in POMC neurons and the presence of type II receptor 

for TGF~ (TGF~-RI1) in POMC neurons. For this study, the arcuate nucleus was divided into 

four equal rostro-caudal parts. The results indicated that TGF~-RI (B1) mRNA and TGF~-RII 

were expressed in numerous POMC neurons. Regional analysis revealed that the highest 

proportion of POMC neurons expressing TGF~ receptors were located in the rostral part of 

the arcuate nucleus. We also examined the coexpression ofTGF~-RI (B1) mRNA and TGF~­

RII immunoreactivity in the same arcuate cells and we observed that most TGF~-RI (B1) 

mRNA-expressing cells were immunopositive for TGF~-RII. We next examined whether the 

number of POMC neurons expressing TGF~-RI (B1) mRNA was affected by sex steroids. 

Quantification of the number of POMC neurons expressing B 1 mRNA in ovariectomized 

(OVX), OVX estradiol-treated (OVX+E2) and OVX estradiol plus progesterone-treated 

(OVX+E2P) animais revealed that estrogen treatment decreased the expression ofB1 mRNA 

in POMC neurons located in the rostral part of the arcuate nucleus. Taken together, these data 

reveal that TGF~ 1 may directly modulate the activity of POMC neurons through activation of 

type I and type II receptors. Therefore, the present study provides additional evidence for the 

involvement of TGF~ 1 in the regulation of neuroendocrine functions and supports the 

existence of a glial-to-neurons communication within the arcuate nucleus. 



Introduction 

Glial-to-neuron communication within the hypothalamus is currently a field of intense 

research interest (for review see ref 1). Transforming growth factor B (TGFB) is one of the 

factors expressed in hypothalamic astrocytes which appears to be involved in the control of 

neuroendocrine secretions (2-7). Growth factors belonging to the TGFB superfamily bind to 

and signal through a receptor complex comprising two membrane-type serine-threonine 

kinases, called type I and type II receptors (8). Takumi et al. (9) have cloned a type I receptor 

for TGFB and activin, named B1, and we have previously shown that TGFB-RI (Bl) mRNA 

is expressed in GnRH neurons and in various cells of hypothalamic nuclei implicated in the 

regulation of the GnRH neuroendocrine axis, particularly in the arcuate nucleus (5). These 

observations suggest that TGFB may act both directly on GnRH neurons and indirectly via 

neuronal systems of the arcuate nucleus. 

Proopiomelanocortin (POMC)-derived peptides, especially the endogenous opioid 

peptide B-endorphin, are clearly implicated in the regulation of the hypothalamo-pituitary­

gonadal axis (for review see ref 10). Opioid peptides inhibit basal LH release in 

ovariectomized (OVX) rats, and are involved in events that trigger the LH surge on proestrus 

and steroid-treated OVX rats (11-13). The main group of POMC-expressing perikarya is 

fmmd in the arcuate nucleus of the hypothalamus (14), and these neurons send projections 

towards various brain regions including the medial preoptic area where GnRH ntturons are 

located (15). The activity of POMC neurons is regulated by gonadal steroid hormones as well 

as neuropeptides and neurotransmitters (for review see ref 16). The expression of TGFB-RI 

(B1) mRNA in the arcuate nucleus (5) suggests that TGFB might modulate POMC neuronal 

activity and consequently GnRH secretion. 

The purpose of the present study was to examine whether TGFB is able to modulate 

directly arcuate POMC neurons. The primary objective was to determine the effect of TGFB 1 

on POMC mRNA levels in the mediobasal hypothalamus. We next investigated whether 

POMC neurons expressed B 1 type I and type II receptors for TGFB and whether these 

receptors are coexpressed in arcuate cells. Since POMC neuronal activity is regulated by 

go nad al steroids ( 17), we also investigated the possible effects of gonadal steroids on the 

coexpression between B 1 and POMC mRNAs in OVX, OVX estradiol-treated (OVX +E2) and 



OVX estradiol plus progesterone-treated (OVX+E2P) female rats. The present report shows 

for the first time that (1) TGFP 1 decreases the relative POMC mRNA level (2) type 1 and type 

II receptors for TGFP are expressed in POMC neurons, and (3) estradiol affects the number of 

POMC neurons expressing B 1 mRNA. 



Materials and Methods 

An imals 

Adult female Wistar rats (200-250 g) were purchased from CERJ (Saint-Berthevin, 

France) and housed under constant 14-h light, 10-h dark conditions, with lights on at 0500 h. 

They were given free access to tap water and rat chow. Ovariectomies were performed under 

ketamine (20 mg/kg) and xylazine (0.2 ml/kg) anesthesia. Rats were handled two times 

weekly until killed. Before sacrifice, blood was collected and plasma was stored at -20 C for 

estradiol, progesterone and LH radioimmunoassays. All experiments were carried out in 

accordance with the European Communities Council Directive of November 24, 1986 

(86/609/EEC), regarding mammalian research. 

Experimental design 

Experiment 1. We examined the effect of TGF~ 1 on relative POMC mRNA levels in the 

mediobasal hypothalamus. To this aim, mediobasal hypothalamic fragments from OVX 

animais (n = 5, per experimental condition) were incubated ex vivo and exposed to TGF~ 1 , or 

TGF~ 1 with the soluble form ofTGF~ receptor II (sRII) that presents the ability to inhibit the 

effect of TGF~ 1 • A single-label in situ hybridization was then performed from fragment 

sections in order to evaluate the relative cellular POMC mRNA content in the sections 

examined. For this analysis, taking into account the experimental approach, the arcuate 

nucleus was divided into two equal rostro-caudal subdivisions. 

Experiment 2. We sought whether POMC neurons expressed TGF~ receptors. We performed 

on tissue sections from OVX animais (n = 5) double labeling in situ hybridization to 

determine whether POMC neurons expressed B 1 mRNA and immunohistochemical labeling 

coupled to single in situ hybridization to determine whether POMC neurons contained TGF~­

RII immunoreactivity. For these experiments, the arcuate nucleus was divided into four equal 

rostro-caudal subdivisions. Additionally, we determined the occurrence of TGF~-RI (B1) 

mRNA expression in TGF~-RII-immunopositive cells of the arcuate nucleus by an 

immunohistochemical technique coupled to a single in situ hybridization. 



Experiment 3. W e investigated wh ether gonadal steroid could modulate the expression of 

TGF~-RI (B1) in POMC neurons by comparing the number ofPOMC neurons expressing B1 

mRNA among groups in OVX, OVX +E2, and OVX +E2P animais. For this study, the arcuate 

nucleus was divided into four rostro-caudal areas. Rats were OVX and allowed to recover for 

two weeks. On day 0 at 1000 h the animais were injected with estradiol benzoate (E2; 30 11g 1 

rat, sc). On day 2 at 1000 h half of the E2-treated rats were injected with progesterone (P; 2 

mg 1 rat, sc) to induce the LH surge in the aftemoon. The group of OVX +E2-treated rats (n = 

5) was killed on day 2 at 1000 h. The group of OVX+E2P-treated rats (n = 5) was killed on 

day 2 at 1600 h. 

Ex vivo experiment 

Dissection procedure. Animais were killed by decapitation. After rapid removal of the brain, 

a black of neural tissue encompassing the mediobasal hypothalamus was microdissected 

wuler a binocular magnifj;ing glass by cutting the floor of the fornix at posterior border of the 

op tic chiasm and the anterior border of the mamillary bodies. The total dissection time was 

less them 3 min after decapitation. 

Incubation system. After dissection, mediobasal hypothalamic fragments were washed twice 

in Krebs-Ringer bicarbonate 1 glucose buffer (KRB, pH 7.4) containing bacitracine (23 11M; 

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) in an atmosphere of 95% 0 2-5% C02 and 

incubated in vitro at 35 C in KRB as previously described (18). Briefly, after a 60-min 

preincubation period, mediobasal hypothalamic fragments were incubated for 120 min with 

4xl0- 10 M TGF~ 1 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or 4xl0-10 M TGF~ 1 with 

6x 1 o-s M sRII. The medium was changed every 30 min. Controls consisted in an incubation 

of the mediobasal hypothalamic fragments in KRB alone (without drugs) during the 120 min 

of the incubation period. At the end of each experiment, fragments were fixed by immersion 

in 4% paraformaldehyde 1 0.1 M phosphate buffer for 18 hat 4 C, washed for 6 h in 0.05 M 

Coons veronal buffer (pH 7.4) containing 20% sucrose, and then embedded in Tissue-Tek 

(Miles Laboratories, Naperville, CA), and frozen in liquid nitrogen. Frozen 14-llm coronal 

sections were collected, mounted onto gelatin-coated slides and stored at -80 C until used. In 

order to evaluate the relative POMC mRNA level in the mediobasal hypothalamic fragments 

of each group, a single-label in situ hybridization was performed as described below. 



Tissue preparation 

To determine the expression of TGF~ receptors in POMC neurons, animais were 

anesthetized with ketamine (20 mg 1 kg) and xylazine (0.2 ml 1 kg). They were perfused 

intracardially with 5-l 0 ml saline followed by 500 ml 4% paraformaldehyde in 0.1 M 

phosphate buffer (pH 7.4). The brains were removed and immersed in the same fixative for 2 

h. They were then washed ovemight in 0.05 M Coon's verona! buffer (pH 7.4) containing 20% 

sucrose, embedded in Tissue-Tek (Miles Laboratories, Naperville, CA), and frozen in liquid 

nitrogen. Frozen 14-~tm corona! sections were collected from the level of -1.8 to -4.8 mm 

relative to the Bregma, according to the atlas of Paxinos and Watson ( 19). The sections were 

mounted onto gelatin-coated slides and stored at -80 C until used. 

Riboprobe preparation 

35S-Labeled BI receptor complementary RNA probes. The plasmid vector pcDNA I 

containing a Xbai 1 Hindiii fragment of 2300-bp of the fulllength rat B 1 receptor (generously 

provided by Dr Takumi, Kobe, Japan) was linearized by cutting at a single site with Xbai for 

the antisense probe or Hindiii for the sense probe. In vitro transcription was performed using 

the T7 RNA polymerase for the antisense and SP6 RNA polymerase for the sense B 1 probes 

and C5S]CTP (Amersham, France). 

35S-Labeled POMC complementary RNA probes. The plasmid vector pCRTMII containing a 

Hindiii 1 Xhoi fragment of 409-bp of the rat POMC gene (position 221-629 bp of the POMC 

exon III) (generously provided by Dr Drouin, Montréal, Canada) was linearized by cutting at a 

single site with Hindlll for the antisense probe or Xhoi for the sense probe. In vitro 

transcription was performed using the T7 RNA polymerase for the antisense and SP6 RNA 

polymerase for the sense POMC probes and e5S]CTP (Amersham, France). 

Digoxigenin-labeled POMC complementary RNA probe. A digoxigenin-labeled eRNA probe 

for POMC mRNA was made from the same plasmid used for synthesis of the 35S-labeled 

probe. The probe was synthesized in vitro from 1 ~g linearized DNA with lX digoxigenin 

RNA labeling mixture (Boehringer-Roche Diagnostics, Meylan, France), RNA polymerase 

and lX transcription buffer. This mixture was incubated at 37 C for 2 h. Residual DNA was 

digested with desoxyribonuclease. 



Single-label in situ hybridization for POMC mRNA 

Single label in situ hybridization was performed following a protocol described 

previously in detail (20). Briefly, processed sections were hybridized with riboprobe­

hybridization buffer mix, which contains the 35S-labeled POMC eRNA probe (25,000 

cpm/1.11). Ovemight hybridization at 55 C was followed by RNAse treatment, a serie of 

stringent washes, including a high-stringency wash at 60 C. Hybridized slides were 

dehydrated in 70% and 100% ethanols in ammonium acetate, and dipped in NTB2 emulsion 

(Kodak, France). After a lü-day exposure, slides were developed. 

Dual label in situ hybridizationfor POMC mRNA and BI mRNA 

Dual labeling in situ hybridization was performed as previously described (21 ). 

Briefly, processed tissues were hybridized with the riboprobe-hybridization buffer mix, 

containing 35S-labeled B 1 eRNA probe (30,000 cpm/)11) plus the digoxigenin-labeled POMC 

eRNA probe (1 :200). Ovemight hybridization at 55 C was followed by RNAse treatment, a 

series of stringent washes, including a high-stringency wash at 60 C. Tissue slices were 

incubated with anti-digoxigenin antibody conjugated to alkaline phosphatase (Boehringer­

Roche Diagnostics, Meylan, France), and incubated in chromogen solution (tetrazolium 

chloride and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) (Boehringer-Roche Diagnostics). The 

reaction was stopped after 3 h by rinsing twice for 15 min in TE buffer (1 0 mM Tris-HCl, pH 

8.0, and 1 mM EDTA). The slides were dehydrated in 70% ethanol containing ammonium 

acetate (300 mM) and 100% ethanol, and dipped in Ilford K5 emulsion (Saint-Priest, France). 

All sections were developed after a 20-day exposure. 

Immunohistochemical (TGFfJ-Rll) and in situ hybridization (BI or POMC) labeling 

Tissue sections were prepared as described above. Microwave oven (Samsung, Roissy, 

France) heating of tissue sections was then performed. Slides were rinsed in citrate buffer (10 

mM, pH 6.0) for 10 min and pre-incubated for 5 min at 800 W and for 2x4 min at 400 Win an 

appropriate box containing citrate buffer (1 0 mM, pH 6.0). After cooling, sections were rinsed 

in 0.1 M Tris-buffered saline (TBS) and incubated for 48 h at 4 C with a rabbit polyclonal 

TGF~-RII antibody (Santa-Cruz Biotechnology, CA) diluted at 1:250 with TBS containing 

0.3 % Triton. Antigen-antibody binding sites were visualized using biotinylated-linked goat 

anti-rabbit (1 :200, for lh30) (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) and the standard 



peroxydase ABC amplification method (for 1h30) (Vector Laboratories, Burlingame, CA). 

After the DAB reaction, sections were rinsed in TBS and then processed for a single in situ 

hybridization labeling, as described above, for the detection of POMC or B 1 mRNA 

expression in TGF~-RII immunopositive cells. 

Quantitative analysis 

For the analysis of double-labeling staining, the arcuate nucleus was divided into four 

areas of approximately equallength in the rostral-caudal plane as previously described (21). 

This partitioning is commonly used since POMC neurons are heterogeneous in terms of 

projections, sensibility to hormonal treatment, ... (15, 21-25). For each animal, four tissue 

sections per rostro-caudal area were analyzed. Firstly, each POMC mRNA-expressing neuron 

was examined for the presence ofBl mRNA expression or TGF~-RII immunoreactivity. The 

number ofPOMC mRNA-expressing neurons and ofPOMC neurons expressing B1 mRNA or 

TGF~-RII immunoreactivity was then counted and averaged in the four rostro-caudal areas of 

the arcuate nucleus. Second/y, the number of POMC neurons expressing B 1 mRNA was 

counted, and averaged in the four rostro-caudal areas of the arcuate nucleus from OVX, 

OVX+E2 and OVX+E2P. 

For the determination of the relative POMC mRNA levels in mediobasal hypothalamic 

fragments incubated ex vivo, the arcuate nucleus was divided into two areas of approximately 

equallength. For each fragment, ten tissue sections per rostro-caudal area were analyzed. The 

grain density corresponding to relative POMC mRNA levels in mediobasal hypothalamic 

fragments was measured according to previously published protocols (20,21). Briefly, 

sections were viewed using a Zeiss axioskop microscope (Gottingen, Germany). The density 

of silver grains corresponding to relative POMC mRNA levels was quantified in the neurons 

from the two rostro-caudal subdivisons using the DensiRag program of Biocom (Les Ulis, 

France) under a x40 epiillumination darkfield objective. 

The boundaries of the arcuate nucleus were determined by using the corresponding 

azure blue-stained sections. Neurons were identified as labeled with POMC probe if the 

number of silver grains over the perikaryon was at least three times higher than the 

background. 



Statistical analysis 

Differences between groups were assessed with a one-way ANOV A, followed by a 

post hoc Bonferroni's t test. Differences between groups and areas were regarded as 

significant when P < 0.05. 

Control experiments 

Specificity controls of in situ hybridization included incubation of the sections with 

35S- and digoxigenin-labeled sense probes, pretreatment with ribonuclease and coincubation 

with a 1 00-fold excess ofunlabeled antisense probe. The specificity of the TGF~-RII antibody 

has been previously checked (26). This antibody reacts with the C-terminal domain of the 

receptor. Control of the immunohistochemical staining was verified by using the preimmune 

serum instead of the TGF~-RII receptor antibody, or the labeled secondary antiserum alone. 

No specifie labeling was observed on the control sections. 

Plasma LH, 17 f3-estradiol, and progesterone determination 

Plasma LH levels were measured by RIA using materials supplied by the NIDDK rat 

pituitary hormone distribution program (Baltimore, MD), and values were expressed as 

nanograms per ml using the LH pituitary reference preparation RP-3. Assay sensitivity was 

0.02 ng 1 tube, and the intra- and interassay coefficients of variation were 6% and 8.5%, 

respectively. Plasma estradiol was measured using a RIA kit optimized for the direct 

quantitative determination of very low concentrations of 17~-estradiol in human serum and 

plasma (e.g. in children), purchased from SORIN Biomedica (Antony, France). Assay 

sensitivity was 0.2 pg/tube, and the intra- and interassay coefficients of variation were 5.6% 

and 7.3%, respectively. Progesterone levels were measured in plasma samples without 

extraction, using a RIA kit purchased from SORIN Biomedica. Assay sensitivity was 5 

pg/tube, and the intra- and interassay coefficients of variation were 5.5% and 8.1 %, 

respective! y. 



Results 

Experùnent 1 

We first detennined the effect of TGF~ 1 on POMC mRNA levels in the arcuate 

nucleus. As shown in figures 1 and 2, mediobasal hypothalamic fragments treated with TGF~ 1 

exhibited a decrease of the mean density of silver grains overlying labeled POMC neurons (P 

< 0.01). TGF~ 1 produced a 49.9 ± 3.S% decrease of relative POMC mRNA levels compared 

to controls in the rostral part of the arcuate nucleus (Figs. lA and 2A-D), and a 32.7 ± 3.6% 

decrease in the caudal part of the arcuate nucleus (Figs. lB and 2E-H). The effects of TGF~ 1 

on POMC mRNA levels were reversed by sRII (Figs. lA and B). Interestingly, the decrease 

of POMC mRNA levels induced by TGF~ 1 were significantly higher in the rostral part of the 

arcuate nucleus than in the caudal part (P < 0.01) (Fig. 1). 

Experiment 2 

We next investigated the occurrence of TGF~ receptor mRNA or protein in POMC 

neurons. We used in situ hybridization technique to examine the expression of B1 type I 

receptor of TGF~ and immunohistochemical technique to examine the expression of type II 

receptor for TGF~. B 1 mRNA-expressing cells (Fig. 3B and E) and TGF~-RII 

immunoreactive cells (Fig. 3C and F) were widely expressed throughout the rostro-cauda1 

aspect of the arcuate nucleus, the distribution overlapping with that of POMC mRNA­

expressing neurons (Fig. 3A and D). 

Analysis of double labeling revealed that TGF~-RI (B 1) and TGF~-RII receptor types 

were fütmd in POMC neurons (Fig. 4). B 1 mRNA expression (Fig. 4 A and B) as well as 

TGF~-RII immunoreactivity (Fig. 4 C and D) were detected in numerous POMC neurons 

without preferentia1 distribution according to the ventro-lateral aspect of the arcuate nucleus. 

The regional analysis revealed that the highest proportion of POMC neurons expressing 

TGF~-RI (B1) mRNA was located in the rostral part of the arcuate nucleus (i.e. area A) 

whatever the experimental condition (Fig. SA; P < 0.01). Similarly, POMC neurons 

containing TGF~-RII immunoreactivity were preferentially expressed in the rostral part of the 

arcuate nucleus (Fig. SB; P < 0.01). 



Colocalisations between TGF~-RI (B1) mRNA and TGF~-RII protein were observed 

in numerous cells of the arcuate nucleus (Fig. 6). However, sorne B 1 mRNA-expressing cells 

did not contain TGF~-RII immunoreactivity and reciprocally, sorne TGF~-RII 

immunoreactive cells did not contain TGF~-RI (B1) mRNA (Fig. 6). 

Experùnent 3 

We also examined the effect of ovariectomy and hormonal replacement on the number 

of POMC neurons that expressed TGF~-RI (B1) mRNA. Before comparing the number of 

POMC neurons expressing B 1 mRNA, it was necessary to determine whether the number of 

POMC mRNA-expressing neurons varied according to the hormonal status of the animal. As 

shown in Table 1, no significant differences in the mean number ofPOMC mRNA-expressing 

neurons were observed between OVX, OVX+E2, and OVX+E2P animais whatever the rostro­

caudal subdivision of the arcuate nucleus considered. B 1 mRNA was observed in numero us 

POMC neurons whatever the hormonal status of the animal; however, the number of POMC 

neurons that expressed B 1 mRNA was affected by estradiol. In the rostral subdivisions of the 

nucleus, i.e. areas A and B, the number of POMC neurons that expressed B 1 mRNA was 

significantly lower in OVX+E2 animais compared to OVX animais (P < 0.01) (Fig. 7). In area 

A, administration of progesterone to OVX+E2 animais reversed the inhibitory effect of 

estrogens on the number of POMC neurons that expressed B1 mRNA (P < 0.01) (Fig. 7). 

Conversely, in areas C and D, no significant variations of the number of POMC neurons 

expressing B 1 were observed between the experimental groups (P > 0.05) (Fig. 7). 

Hormonallevels 

Average plasma LH, estradiol, and progesterone levels are shown in Table 2. In 

OVX+E2P female rats, the mean plasma LH level on day 2 at the time of sacrifice exhibited 

the characteristic pattern of a typical LH surge. The levels of plasma estradiol and 

progesterone in OVX +E2P rats were significantly higher compared to OVX animais. The 

OVX +E2 animais showed significantly increased levels of estradiol. 



Discussion 

The present study demonstrates that TGFP may directly regulate the activity ofPOMC 

neurons located in the arcuate nucleus since (1) exposure of mediobasal hypothalamic 

fragments to TGFP 1 provoked a significant decrease in POMC mRNA expression, and (2) 

type I and type II serine-threonine kinase receptors for TGFP were expressed in POMC 

neurons. Our data also show that POMC neurons located in the rostral part of the arcuate 

nucleus are the preferential target for TGFP action. In addition, we demonstrate that the 

number of POMC neurons expressing B 1 type I TGFP receptor mRNA is affected by estrogen 

treatment only in the rostral arcuate nucleus neurons. 

Previous studies have indicated that TGFP 1 is produced in the hypothalamus by 

astrocytes (2,3,6,27). Growth factors secreted by glial cells, have been implicated in the 

regulation ofneuroendocrine functions within the hypothalamus (see ref 1). The present study 

shows that, in the arcuate nucleus, TGFP 1 modulates POMC neuronal activity by decreasing 

POMC mRNA levels. To our knowledge, the present study is the first report suggesting the 

existence of a cell-to-cell communication within the arcuate nucleus involving TGFp. TGFP 1 

exerts its effects on target cells through binding to the heterodimeric complex of type I and 

type II receptors (8). The present study shows that type I and type II receptors for TGFP are 

expressed throughout the arcuate nucleus. The expression of B 1 type I receptor has been 

previously described (5) but this is the first time that the expression of TGFP-RII is reported 

in the arcuate nucleus. Surprisingly, a previous study failed to detect the expression ofmRNA 

encoding for a type II of TGFP receptor within the hypothalamus (28). This discrepancy may 

be due to the existence of various type II receptors for TGFP or that the mRNA level for this 

receptor might be below to the level of cellular detection by in situ hybridization. Because 

TGFP-RI and TGFP-RII have been shown to mediate the action ofTGFP 1 (29-32) and that we 

observe that most of the arcuate cells colocalize both of these receptors, we conclude that 

TGFP signaling occurs in the arcuate nucleus. The occurrence of this signaling is further 

demonstrated by the fact that TGFP 1 affected the activity of one cell population of the arcuate 



nucleus, i.e., POMC neurons, suggesting that TGF~-RI and TGF~-RII are functional in this 

brain area. 

Using double in situ hybridization and in situ hybridization combined to 

immunocytochemistry, we show that TGF~-RI (Bl) and TGF~-RII receptors are expressed in 

a representative population of POMC neurons. These observations suggest that the TGF~ 1 -

induced down regulation of POMC gene expression may result from the direct action of 

TGF~ 1 on POMC neurons. Noticeably, we observed that TGF~ 1 has a more potent effect on 

POMC mRNA levels in the rostral arcuate nucleus. This result might be related to our 

findings showing that the proportion of POMC neurons expressing TGF~ receptors is much 

higher in the rostral part of the arcuate nucleus than in its caudal part. POMC neurons located 

in the rostral arcuate nucleus thus appear to be the preferential target for the action of TGF~. 

The physiological significance of this TGF~-POMC interrelation remains unknown. 

However, POMC neurons have been implicated in the regulation of physiological functions 

such as food intake and reproduction. Interestingly, POMC neurons form a heterogeneous 

population with respect to their projection toward the preoptic area (15), where GnRH 

perikarya are located. Using retrograde tracers, Cheung and Hammer (15) have shown that 

POMC neurons that project to the preoptic area originate mainly from the rostral arcuate 

nucleus. Taking as a whole, these findings suggest that TGF~, via its action on POMC 

neurons, may modulate GnRH neuron activity in a transsynaptic way and thus that the TGF~­

POMC communication pathway is relevant for the reproductive function. 

Consistent with this latter hypothesis is the fact that gonadal steroids appear to be 

important components that regulate TGF~ signaling. On the one hand, gonadal steroids 

modulate the pattern of expression of TGF~ receptors in POMC neurons: estradiol induces a 

decrease of the number ofPOMC neurons expressing TGF~-RI (Bl) mRNA and this effect is 

restricted to POMC neurons located in the rostral parts of the arcuate nucleus. These data can 

be brought in parallel with a previous study showing that estrogen reduces 125I-TGF~ 1 binding 

in anterior pituitary cells (33). On the other hand, in addition to an effect on TGF~ receptor 

expression, estrogens could have a modulatory effect on the TGF~ system by modulating 

TGF~ 1 expression in the hypothalamus. In this regard, recent studies have shown that TGF~ 1 

release from hypothalamic astrocytes, known to express estrogen receptors (6, 34-36), 

increased in response to an estrogenic treatment (6, 37) and mRNA levels ofTGF~ 1 fluctuate 



in the hypothalamus during the various phases of the estrous cycle with the highest level of 

expression during the day of proestrus (37). Thus the TGF~-POMC communication process 

may be one of the components involved in the mediation of the estrogen feedback occurring 

within the arcuate nucleus. 

In conclusion, the present study provides compelling evidence for the involvement of 

TGF~ in the regulation of the activity of arcuate cells. More precisely we show that TGF~ 1 

modulates the activity of POMC neurons and that this effect is mediated by the activation of 

type I and type II serine-threonine kinase receptors for TGF~. Additionally, estrogen appears 

to be an important component of the TGF~-POMC communication especially in rostral 

POMC neurons. These results suggest that TGF~ potentially plays an important role in the 

regulation of neuronal activity within the arcuate nucleus and pro vide additional evidence for 

the existence of a glial-to-neuron communication within the hypothalamus that may play a 

key role in neuroendocrine regulations, especially reproductive functions. 
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TABLE 1. Mean number of POMC mRNA-expressing neurons per hemisection in the four 
rostro-caudal subdivisions of the arcuate nucleus from OVX, OVX+E2, and OVX+E2P 
animais. Area A is the most rostral, and D the most caudal area of the nucleus. The values are 
given as the mean± SEM. 

ovx 
OVX+E2 

OVX+E2P 

AreaA 

48 ± 4 

45 ± 4 

51± 3 

AreaB 

52± 4 

45 ± 3 

49± 2 

AreaC 

47± 3 

50± 3 

41 ±2 

AreaD 

47± 2 

42±2 

47± 5 

TABLE 2. Average ± SEM concentrations of plasma LH, estradiol and progesterone in 
ovariectomized (OVX), ovariectomized treated with estradiol (OVX+E2), and ovariectomized 
treated with estradiol plus progesterone (OVX +E2P) rats. 

ovx 
OVX+E2 

OVX+E2P 

LH (ng/ml) 

5.21 ± 1.56 

1.75 ± 0.52 

42.0 ± 16.9 

Estradiol (pg/ml) 

8.09 ± 1.60 

45.6 ± 11.3 

37.0 ± 4.2 

Progesterone (ng/ml) 

3.83 ± 0.59 

22.5 ± 2.5 

38.2 ± 2.9 



Fig. 1. Relative amounts of POMC mRNA in the rostral (A) or caudal (B) subdivision of the 
arcuate nucleus, as determined by the density of grains per cell, from mediobasal 
hypothalamic fragments incubated with 4xl0-10 M ofTGF~, alone, or 4xl0-10 M TGF~ 1 in the 
presence of 6xlo-s M of soluble receptor II (sRli). Control consisted in incubating fragments 

with buffer alone. The values are mean± SEM. Significant differences (P < 0.01) among the 
average values for the groups considered are noted as a vs. b (statistical analysis with the 
Bonferroni's test). 



A 
Ci) 

100 

() Rostral ARC ... (a) Q) 
c. 
VI 80 (a) 
c 
·~ 
Cl ..... 60 0 

~ 
iii 

(b) c 
Q) 40 

::!:!.. 
<( 
z 
0:: 20 E 
u 
:2: 
0 
0.. 

control TGF~1 TGF~, 

+sRII 

8 

Ci) 
100 

() Caudal ARC ... 
Q) (a) c. (a) 
VI 80 
c 
·~ 
Cl ..... 60 (b) 0 

~ 
ïii 
c 
Q) 

::!:!.. 
40 

<( 
z 
0:: 20 E 
u 
:2: 
0 
0.. 

control TGF~1 TGF~, 

+sRII 



Fig. 2. Darkfield (A,C,E,G) and brightfield (B,D,F,H) microphotographs showing POMC 
mRNA-expressing neurons in control (A,B,E,F), and TGF~ 1 -treated (C,D,G,H) mediobasal 
hypothalamic fragments. (A-D) show POMC mRNA-expressing cells from the rostral part of 
the arcuate nucleus and (E-H) show POMC mRNA-expressing cells from the caudal part of 
the arcuate nucleus. Note that POMC mRNA expression is decreased concomitantly to the 
treatment with TGF~ 1 • V, third ventricle. Scale bars, (A,C,E,G) 75 f.!m, (B,D,F,H) 7.5 f.!m. 
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Fig. 3. Brightfield (A, C, D, F) and darkfield (B, E) microphotographs showing the expression 
of POMC mRNA-containing neurons (A, D), B 1 type I serine-threonine kinase receptor for 
TGF~ mRNA-expressing cells (B, E), and type II serine-threonine kinase receptor for TGF~ 
immunopositive cells (C, F) in the rostral (A-C) and caudal (D-F) subdivisions ofthe arcuate 
nucleus. Note that these labeling exhibit an overlapping distribution across the arcuate 
nucleus. V, third ventricle. Scale bar, 120 ).lm. 
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Fig. 4. Brightfield photomierographs of the areuate nucleus showing eells (A,B) labeled with 
a digoxigenin-eonjugated eRNA probe for POMC mRNA (dark staining) and 35S-labeled 
eRNA probe for B 1 type I reeeptor mRNA (black silver grains), or (C,D) labeled with a 35S­
labeled eRNA probe for POMC mRNA (black silver grains) and immunoreactive for TGFf3-
RII (dark precipitate). Arrows point to double-labeled neurons; arrowheads point to POMC 
neurons that do not express TGFf3 reeeptor; open arrows point to TGFf3 receptor-eontaining 
eells that do not express POMC mRNA. Seale bar, 8 )..lill. 
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Fig. 5. Proportion of POMC neurons containing TGF~-RI (Bl) mRNA (A), or TGF~-R1I 
immunoreactivity (B) in the four rostro-caudal subdivisions of the arcuate nucleus. Area A is 
the most rostral, and D is the most caudal area of the nucleus. The values are the mean ± 
SEM. Significant differences (P < 0.01) among the areas are indicated by different 
superscripts ( statistical analysis with the Bonferroni' s test). 
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Fig. 6. (A) Representative photomicrograph of the arcuate nucleus showing coexpression of 
TGF~-RI (Bl) mRNA (black silver grains) and TGF~-RII immunoreactivity (dark staining) 
under brightfield illumination. A higher magnification of the microphotograph is shawn in B. 
Arrows point to dual-labeled cells; the open arrow points to TGF~-RI cell that does not 
express TGF~-R1I; arrowheads point to TGF~-RII cells that do not express TGF~-RI. Scale 
bars, (A) 50 11m; (B) 5 !lill. 
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Fig. 7. Mean number ofPOMC neurons expressing TGF~-RI (Bl) mRNA per hemisection in 
OVX (black column), OVX+E2 (gray column), and OVX+E2P (dark column) female rats 
across the four rostro-caudal subdivisions (A-D) of the arcuate nucleus. The values are the 
mean ± SEM. Significant differences (P < 0.01) among the average values for the groups 
considered are noted as a vs. b (statistical analysis with the Bonferroni's test). 
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Les résultats de cette étude montrent que le TGF~ 1 est capable de moduler l'activité 

des neurones à POMC en induisant une diminution des niveaux d' ARNm POMC dans le 

noyau arqué. Cet effet est particulièrement prononcé dans le noyau arqué antérieur (49.9 ± 3.5 

% de décroissance dans le noyau arqué antérieur versus 32.7 ± 3.6 % dans le noyau arqué 

postérieur, P < 0.01). De plus, nous montrons que le récepteur de type I et le récepteur de type 

II au TGF~ sont exprimés par les neurones à POMC avec une expression préférentielle dans 

le noyau arqué antérieur. Nous observons par ailleurs que, dans le noyau arqué, la majorité 

des cellules qui expriment le récepteur de type I expriment également le récepteur de type II 

au TGF~. Aussi, cette interrelation TGF~/POMC apparaît stéroïdo-dépendante car les 

stéroïdes gonadiques, et plus particulièrement l'œstradiol, induisent une diminution du 

nombre de neurones à POMC exprimant l' ARNm codant le récepteur B 1 en particulier dans 

le noyau arqué antérieur. 

En résumé, nos résultats montrent que le TGF~ 1 est capable de réguler, v1a ses 

récepteurs de type I et de type II, l'activité des neurones à POMC et que cette interrelation est 

œstrogéno-dépendante. Nos résultats permettent ainsi d'établir qu'une relation glie 

(astrocytes)/neurones à POMC peut se dérouler dans le noyau arqué et d'impliquer une telle 

interrelation dans la régulation du système à GnRH. 
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Figure 8. (A) relations morphologiques entre les neurones synthétisant la NOS 
(révélation NADPH-diaphorase, coloration bleue) et les neurones 
immunoréactifs pour la GnRH (coloration brune) dans l'aire préoptique. (B) 
mode d'action et cibles enzymatiques du NO. 
(COX, cyclooxygénase; GC, guanylate cyclase) 



IV. Le NO : médiateur de choix dans la transmission des effets de la 13-

endorphine sur les neurones à GnRH au niveau de l'aire préoptique 

L'objectif de cette dernière partie a été de déterminer la nature de l'un des 

intermédiaires par lequel la ~-endorphine pouvait moduler l'activité des neurones à GnRH au 

niveau de l'aire préoptique. En effet, il semble que l'action de la ~-endorphine sur le système 

à GnRH soit indirecte car des travaux ont rapporté l'absence d'expression de l' ARNm codant 

les récepteurs aux opioïdes {).1, 8 ou K) dans les neurones à GnRH quel que soit l'état 

stéroïdien de l'animal (Mitchell et al., 1997a; Sannella et Petersen, 1997). Ainsi, la ~­

endorphine pourrait exercer son effet de frein sur l'activité des neurones à GnRH de façon 

indirecte en stimulant des systèmes inhibiteurs et/ou en restreignant des systèmes stimulateurs 

sur la sécrétion de GnRH. Panni les médiateurs possibles, les neurones synthétisant le NO 

apparaissent des candidats de choix car ce neurotransmetteur 1) est l'un des principaux 

systèmes stimulateurs sur la sécrétion de GnRH (pour revue, voir Prevot et al., 2000a), 2) est 

exprimé dans des cellules en étroite association morphologique avec les neurones à GnRH 

(Figure SA, observation personnelle) (Herbison et al., 1996), et 3) n'agit pas sur sa cellule 

cible via un récepteur 'classique' mais diffuse sur ses cellules voisines au niveau desquelles il 

module la fonction guanylate cyclase et cyclooxygénase (Figure SB) (Dawson et Snyder, 

1994; Schuman et Madison, 1994). De plus, des études pharmacologiques ont suggéré que les 

opioïdes auraient la capacité de diminuer l'activité nNOS de l'aire préoptique (Pu et al., 

1997; Bhat et al., 1998; Cuéllar et al., 2000). 

Lors de cette cinquième étude, nous avons utilisé une technique d'immunohistochimie 

couplée à l'hybridation in situ afin de déterminer si les neurones nNOS de l'aire préoptique 

exprimaient l' ARNm codant le récepteur aux opioïdes ).1. Le pourcentage de cellules nNOS 

exprimant 1 'ARNm codant le récepteur Il a été quantifié dans différentes régions composant 
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l'aire préoptique: bandelettes diagonales de Broca (DBB), Organum vasculosum de la 

laminae terminalis (OVLT), noyau préoptique médian (MePO), aire préoptique médiale 

(MPO), et noyau préoptique médial (MPN). 
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Abstract 

Nitric oxide (NO) as weil as 13-endorphin are involved in the neuroendocrine control of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) 
secretion. Recently, morphological and microdialysis experiments have suggested that 13-endorphin may exert an inhibitory influence on 
NO release in the preoptic area of rat hypothalamus. The present study determines if the J.L opioid receptor mRNA is expressed in 
neuronal NO synthase (nNOS)-immunopositive neurons and if this expression varies among the regions of the basal forebrain being 
examinee!. We found, through the use of immunohistochemical and in situ hybridization techniques, that the J.L opioid receptor mRNA is 
ex pressee! in a representative subpopulation of nNOS-immunoreactive neurons in the rat preoptic area. lnterestingly, the J.L opioid receptor 
mRNA/nNOS-immunoreactive coexpression is predominant in the rostral and median preoptic area, containing most of GnRH cell 
bodies. These results strongly suggest that f3-endorphin, via an action through J.L opioid receptors, may directly participate in the 
regulation of NO production in the preoptic area. Our results strengthen the hypothesis that f3-endorphin may participate in GnRH 
neuronal modulation at the cell body leve! by regulating NO release from the interneurons of the preoptic area that express nNOS. 
© 2000 Elsevier Science B.V Ali rights reservee!. 

Tlwme: Endocrine and autonomie regulation 

Topic: Hypothalamic-pituitmy-gonadal regulation 

KcTii'rmls: Nitric oxidc synthasc; 1.1 Opioid rcccptor; 13-Endorphin; Prcoptic arca; Rat 

1. Introduction 

Nitric oxide (NO), a gaseous messenger molecule, is 
involved in a variety of physiological processes [25]. In the 
brain, NO is synthesized from L-arginine by neuronal nitric 
oxide synthase (nNOS), a constitutively expressed NOS 
isoform found in discrete neuronal cell populations [32]. 
One such area, expressing nNOS cell populations, in the 
rat brain is within the hypothalamus [8,32,36]. Pharmaco­
logical evidence suggests that NO is involved in the 
neuroendocrine control of reproduction, and it plays a key 
role m the regulation of GnRH secretion [3-

*C'orrcsponding author. Tel.: +33-3-2062-2062; fax: +33-3-2062-
2061. 

E-mail address: bourct@bisci1c.lillc.inscnn.fr (S. Bouret). 

5,21 ,24,26,27]. In this regard, the preoptic area that 
contains GnRH cell bodies also has many nNOS cell 
bodies [36]. 

Opioid peptides, especially 13-endorphin, appear to exert 
a tonie inhibitory control on GnRH secretion in the rat 
[ 17, 18,20]. Although some au thors have observed physical 
contacts between 13-endorphin-containing nerve endings 
and GnRH ce li bodies [9, 10, 19], it has never been possible 
to detect the IL opioid receptor mRNA in GnRH neurons 
[23,31]. This suggests that the modulatory role of 13-
endorphin on the GnRH neuronal activity is indirect. 
Synaptic connections have been observed between 13-en­
dorphin-containing axon tenninals and nNOS-expressing 
perikarya in the diagonal band of Broca (DBB) and 
preoptic area of the rat [28]. Recent studies also have 
shown that NO release itself is under influence of 13-

0 169-328X/OO/$- sec fi·ont matter © 2000 Elsevier Science B:V. Ali rights rcservcd. 
Pli: SO I69-328X(OO)OO 118-2 
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cndorphin [ 12,28], suggesting that the opioidergic neurons 
may constitute a significant component engaged in re­
straining NO efftux in the hypothalamus. Since a close 
anatomical relationship exists between nNOS cell bodies 
and GnRH perikarya at the preoptic area [16], NO appears 
to be a good candidate for the mediation of the ~-en­

dorphinergic modulatory activity on GnRH secretion. As 
the existence of a direct morphofunctional interaction 
between ~-endorphin and nNOS neurons depends on the 
possibility that nNOS neurons express the f.1, opioid 
receptor, we determined whether the f.1, opioid receptor 
mRNA is expressed in nNOS neurons in hypothalamic 
areas where GnRH neurons are located. 

2. Materials and methods 

2.1. Animais and tissue preparation 

Adult male Wistar rats (n=6) weighing 300 g (CERJ, 
Saint-Berthevin, France) were maintained on a 14 h light, 
10 h dark schedule, with food and water available ad 
libitum. Animais were anaesthetised with ketamine (20 
mg/kg)/xylazine (0.2 ml/kg), then perfused intracardially 
with 5-l 0 ml saline followed by 500 ml 4% paraformal­
dehyde in 0.1 M phosphate buffer. Brains were removed 
and immersed in the same fixative solution for 2 h. They 
were thcn washed overnight in 0.05 M Coons verona! 
buffer, (pH 7.4), containing 20% sucrose, embedded in 
Tissue-Tek (Miles La bora tories, Naperville, CA), and 
frozen in liquid nitrogen. Frozen 14 J.l,m corona! sections 
from the DBB to the end of the preoptic area were 
collected onto gelatine-coated slides, from plate 16 to 21 
( +0.45 to -0.51 mm from Bregma) according to the atlas 
of Swanson [34] and stored at - 80°C un til used. Ali 
experiments were carried out in accordance with the 
European Communities Council Directive of November 
24, 1986 (86 1609 /EEC), re garding mammalian research. 

2.2. f.L riboprobe ~Jmthesis 

The pGEM-4Z vector containing a 450 bp EcoRI/Hin­
diii fragment of rat f.l, opioid peptide receptor eDNA 
spanning TM III to VI (kindly provided by H. Akil and S.J. 
Watson, The University of Michigan, USA) was linearized 
by cutting at a single site with EcoRI for the antisense 
probe or Hindiii for the sense probe. In vitro transcription 
was performed using the T7 RNA polymerase for the 
antisense and SP6 RNA po1ymerase for the sense f.1, 

receptor probes [a-35 S]CTP (Amersham, France). 

2.3. lmmunohistochemical technique 

Sections were rinsed in 0.1 M Tris-buffered saline 
(TBS) and incubated overnight at room temperature with a 
sheep polyclonal nNOS antisenun (provided by Dr. P.C. 

Emson, UK) in a final dilution of 1/3000 in TBS con­
taining 1% normal donkey serum. Antigen-antibody bind­
ing sites were visualized using biotinylated-linked donkey 
anti-sheep ( 1/200, for 2 h) (Jackson, West Grave, PA) and 
the standard ABC amplification method (Vector laborator­
ies, Burlingame, CA). After the DAB reaction, sections 
were rinsed in TBS and then processed for in situ 
hybridization. 

2.4. In situ hybridization technique 

In situ hybridization was performed following a protocol 
described previously in detail [13]. Briefly, processed 
sections were hybridized with riboprobe-hybridization 
buffer mix, which contained the 35 S-Iabelled f.l, eRNA 
probe (30,000 cpm/ J.!,l). Overnight hybridization at 55°C 
was followed by RNAse treatment, a serie of stringent 
washes, including a high-stringency wash at 60°C. Hybrid­
ized si ides were dehydrated in 70% and 100% ethanols in 
ammonium acetate, and dipped in K5 emulsion (Integra 
Biosciences, France). Following a 20-day exposure, slides 
were developed. 

2.5. Contrais 

The specificity of the nNOS antibody has been previous­
ly examined in detail [ 16]. The control of the immuno­
histochemical staining was checked by using: ( 1) the 
preimmune serum instead of nNOS antiserum, (2) the 
adsorbed antiserum (200 f.l,g of nNOS per ml undiluted 
serum), and (3) the secondary labeled antiserum alone. The 
contrais for specificity included incubation of the sections 
with [35 S]-Iabeled sense probes, pretreatment with ribonu­
clease and coincubation with a 100-fold excess of un­
labeled antisense probe. No specifie labeling was observed 
on the control sections. 

2.6. Quantitative analysis 

Using the rat brain atlas of Swanson [34] as an 
anatomical guide, four rostro-caudal subdivisions were 
processed: the first one contained the DBB (DBB: +0.45 
to +0.10 mm from Bregma), the second one concemed the 
rostral preoptic area (rPOA/ OVL T: + 0.10 to -0.11 mm 
from Bregma), the third one contained the median preoptic 
area (mPOA: -0.11 to -0.26 mm from Bregma), and the 
last one concerned the caudal part of the preoptic region 
(SCH/MPN: -0.26 to -0.51 mm from Bregma). Within 
each subdivision, we examined the expression of the f.1, 

mRNA in nNOS-immunoreactive cells in the nuclei: 
organum vasculosum of the lamina tenninalis ( OVL T), 
median preoptic nucleus (MePO), medial preoptic area 
(MPO) and medial preoptic nucleus (MPN). Four tissue 
sections per area or nucleus were analyzed for each animal. 
The nNOS-immunoreactive cells were counted under a 
X20 objective at bright-field illumination with an axioskop 
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microscope (Zeiss, Germany). Each darkly stained nNOS 
neuron was examined for the presence of silver grains 
using alternative observations in bright-field and epiillumi­
nation. The total number of nNOS-immunoreactive cells 
and nNOS-immunoreactive cells coexpressing the IL opioid 
receptor mRNA were counted for each animal. From these 
data, the number of nNOS-immunoreactive cells on one 
hand, and the number of nNOS-immunoreactive/ IL 
mRNA-expressing cells on the other hanc! per hemisection 
were averaged for each subdivision. The proportion of 
nNOS-immunoreactive neurons that contained IL opioid 
receptor mRNA was then calculated in each region of the 
four rostro-caudal subdivisions of the DBB and preoptic 
a rea. 

3. Results 

3.1. Distribution of the nNOS-immunoreactive neurons 

Cells immunoreactive for nNOS had a widespread 
distribution a cross the DBB and preoptic area (Fig. 1 ). The 
distribution of nNOS-immunoreactive neurons was in 
agreement with previous immunohistochemical [8,16], in 
situ hybridization [ 14], and NADPH-diaphorase staining 
stuc!ies [35]. A large population of nNOS-immunoreactive 
cclls was detectee! in the rostral and medial preoptic areas 
and in the different nuclei examined that contained (see 
Figs. 1 and 2): A. DBB 39.8::'::2.7 neurons/hemisection 
(Fig. lA); B. OVL T 22.0::'::2.4 neurons/hemisection (Fig. 
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Fig. 2. Numbcr of nNOS-IR cclls pcr hcmisection across the rostral · 
forcbrain. A large numbcr of nNOS-IR cclls arc observcd in the DBB, 
rPOA/OVLT and mPOA. The values arc the mcan:!:S.E.M. SCH, 
suprachiamatic nucleus. 

lB); C. MePO subdivision rPOA/OVLT: 26.5:±:2.7; sub­
division mPOA: 27.8::'::2.6 neurons/hemisection (Fig. lB, 
IC); D. MPO subdivision rPOA/OVL T: 27.0::'::2.8 neu­
rons/hemisection; subdivision mPOA: 36.4::'::3.5 neurons/ 
hemisection; subdivision SCH/MPN: 23.7:±:3.4 neurons/ 
hemisection (Fig. !B-D). In the DBB, rPOA/OVLT and 
mPOA, these cells formed an « inverted Y » distribution 
above the thire! ventricle (Fig. 3A). In contrast, the AVPV 
only had a few positive nNOS-immunoreactive cells (Figs. 

B 

,-----r{.p 
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Fig. 1. Schcmatic drawings dcpicting the distribution of nNOS-immunorcactivc cclls (open ci rel cs) and nNOS-immunorcactivc and fL mRNA-cxprcssing 
cclls (solid stars) in four rostro-caudal subdivisions of the prcoptic arca. (A) DBB lcvcl, (B) rPOA/OVLT lcvcl, (C) mPOA lcvcl, and (0) rPOA/SCH 
leve!. Each symbol rcprcscnts thrcc nNOS cclls or thrcc nNOS/ fL cclls, cxccpt for the AVPV nucleus whcre one nNOS ccli is notcd with one open circlc. 
AVPV, antcrovcntral pcrivcntricular nucleus; DBB, diagonal bands of Broca; mPOA, medial prcoptic arca; rPOA, rostral prcoptic arca; McPO, median 
prcoptic nucleus; MPN, medial prcoptic nucleus; MPO, medial prcoptic arca; OVLT, organum vasculosum of the lamina tcrminalis; 3 V, third vcntriclc; 
och, optic chiasma. 
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l'ig .. 1. llrightlicld (/\) amt dark!iclL1 (Il) photomicrographs exprcssing nNOS-IR ncurons (/\)and IL mRNI\ œlls (Il) in a rcprcscnta!ivc section or the 
prcoptic arca (1\VPV). i\ large numhcr or nNOS-IR œlls arc found in the MePO amt MPO whcrcas rcw nNOS-IR œlls arc L1ctcctcL1 in the 1\Vl'V IL 
rnRNI\-cxprcssing œlls are widely Llistrihuted among the prcoptic arca. 3 V, thirLt vcntriclc. Scalc har 200 ILill. 

JC and 3A). More caudally (suhdivision SCH/MPN shown 
in 1'\gs. ID and 2), the numhcr of nNOS-immunorcactivc 
cclls was low in the Mel'O (16.7:±: 1.9 ncurons/hcmiscc­
tion) and in the MPN ( 1 X.l :±: 1.9 ncurons/hcmiscction). 

3.2. Distribution of' the fJ. mRNA-expressing cells 

The distrihution of the f.L mRNA-cxprcssing cclls (l'ig. 
3B) was idcntical to thal reportcd prcviously Il 1,22,231. In 
accordancc with thcsc studics, no prcfcrcntial dislrihution 
of the f.L mRNA-cxprcssing cclls was noticcd among the 
different arcas analyzcd. 

3.3. fJ. opioid receptor mRNA expression in nNOS­
immunoreactive cells 

A representative suhpopulation of nNOS-immuno-

reactive ncurons in the DBB and prcoptic arca cxprcsscd 
the f.L opioid rcccptor mRNA (Fig. 4). The rcsults of the 
4uantitativc analysis arc detail cd in I 'ig. 5. Noticcahly, the 
douhlc-lahclcd cclls wcrc idcntificd in ali regions ex­
amincd (Jiigs. 1 and 5). The f.L mRNA-cxprcssing nNOS 
cclls wcrc prcdominantly dclcclcd within the rostral and 
median prcoptic regions (suhdivisions rl'OA/OVLT and 
ml'OA) (l'igs. 1 and 5 ). Strikingly the highcsl coex pres­
sion of the f.L mRNA and nNOS-immunorcactivily was 
dctcctcd in the OVLT (2X.6:±:4.6'1< ), the rostral and 
median suhdivisions of the Mcl'O (suhdivision rl'OA/ 
OVLT: 24.3:±:2.7'k: and in the suhdivision mPOA: 
22.0:±:3.2'/r) (Figs. 1 and 5). In contrasl, in the othcr 
regions, the cocxprcssion of nNOS-immunorcactivc and 
f.L-mRNA was significantly lowcr 1 P<O.O 1 (DBB, 
11.9:±:2.7'k: MPO, suhdivision rl'OA/OVLT: 13.3:±:2.7'/r, 
suhdivision ml'OA: 11.4:±:2.2'k, suhdivision SCH 1 MPN: 
4.2 :±: 1.4'/r: Mcl'O, suhdivision SCH 1 MPN: 1 O. 1 :±: 1.6'k: 
MPN: 4.6:±: 1.1 'Ir) 1. 
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' B. -
Pig. 4. (A, B) l'hotomicrographs demonstrating nNOS-immunoreactivc 
cclls (darkly staincd) cxprcssing the 1-1 opioid rcceptor mRNA (silvcr 
grains) in the preoptic arca. Arrows point to dual-laheled cells: the 
arrowhead points to a single-laheled nNOS œil. Scale har ~ 20 f11D. 

4. Discussion 

The present study demonstrates the existence of a 
potentially important signaling pathway hetween opioids 
and the NO-producing neurons in the DBB and the 
preoptic arca of the rat that contain GnRH ncurons 1331. 
Numcrous nNOS-immunopositive ncurons are found to 
express the f.l opioid rcccptor mRNA. In this regard, Pu ct 
al. 1281 reportcd that 13-endorphin nerve terminais estah­
lishcd synaptic contacts with nNOS-immunorcactive neu­
rons in the DBB and prcoptic arca. The present study 
extends this linding hy demonstrating thal thesc synaptic 
contacts might be functional. Consequently, il appears 
likcly that the 13-endorphin may have a direct inllucncc on 
the NO sccretory activity from the nNOS neurons of the 
prcoptic arca. 

Intriguingly. GnRH ccli bodies also rcccivc direct inputs 

35 

<( 
z 30 oc 
E 
:1. 

25 Cl 
c ·;;; 

"' l" 
c. 20 
>< 
Q) 

"' c 15 e 
::J 
Q) 
c 

10 (/) 

0 z 
c 

;f!. 

OVL T MePO MPO MePO MPO MePO MPO MPN 

DBB rPOAIOVLT mPOA SCHIMPN 

Fig. 5. Proportion of nNOS cxprcssing 1-1 opioid reccptor mRNA cclls 
throughout four rostro-caudal suhdivisions, including the DBB and 
prcoptic arca. Most of the dual-lahelcd ncurons arc round in the ri'OA/ 
OVI :r and mi'OA suhdivisions. Values are given as the mean 1 S.E.M . 

from the 13-cndorphincrgic neurons in the preoptic arca in 
hoth males and femalcs 19.10,191. but opioid receptor 
mRNAs arc nol dctcctablc in GnRH ncurons [23.31]. 
Thcsc latter in situ hybridization results question whether 
the tonie inhibitory influence of 13-cndorphin on GnRH 
secretion is direct and suggestthe existence of intermediate 
systems to mediate this communication. NO. thal stimu­
latcs (inRH/LH secretion 14.291. has becn proposed to 
participatc in this mediation [1,6,7.17,24.30]. This hypoth­
esis is supported by morphological observations showing 
thal nNOS neurons arc in close proximity to GnRH 
perikarya in the prcoptic arca and more particularly in its 
rostral part [16]. lntcrcstingly. in the present work. the 
most important population of the nNOS neurons express­
ing the f.l opioid reccptor mRNA is also dctected in the 
rostral prcoptic arca. cspccially in the OVLT and McPO. 
known to contain the most of GnRH ncurons 1331. Based 
on these data. wc speculatc thal the 13-cndorphin could 
cxert part of its tonie inhihitory etTect on the GnRH 
ncurocndocrinc axis 115] via a modulation of NO release at 
the prcoptic arca. 

The implication of NO in the mediation of the tonie 
inhihitory influence of opioids on the GnRH ncurocn­
docrine axis is also strengthcncd by the cxpcrimcnts of Pu 
et al. [281 showing in the male rat thal a suhcutaneous 
injection of naloxone. an opioid rcceptor antagonist. 
stimulates hoth cGMP/NO rclcasc at the medial prcoptic 
m·ea and the pituitary LH (lutcinizing hormone) rclcase. 
Prctrcatmcnt with morphine. the f.l opioid receptor agonist. 
aholishcd both the naloxonc-induccd cGMP/NO and LH 
release 128]. Bhat et al. 121 also showed thal NOS activity 
was increascd in the preoptic arca after naloxone treatment 
and succecdcd in abolishing this stimulatory cffcct of 
naloxone on NOS activity by the administration of MK-
80 l. a glutamate NMDA receptor antagonist, suggesting 
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the existence of a opioid-glutamatc-NO signaling pathway. 
Altogethcr, thcsc studics suggcst that the nNOS ncurons 
locatcd in the vicinity of GnRH neurons ccli bodies might 
play a key rolc in the modulation of GnRH secretion via 
the integration of both stimulatory and inhibitory influ­
ences reaching the prcoptic arca to control GnRH neuronal 
activity. 

In conclusion, the present study provides the mor­
phological evidence that in the prcoptic arca, endogenous 
opioid peptides can dircctly modulatc NO release from 
nNOS-cxprcssing ncurons through fL opioid reccptors. 
Bccausc NO has been shown to play a key role in the 
regulation of GnRH secretion, our study suggcsts an 
additional element facilitating the understanding of one of 
the mcchanisms by which endogenous opioids may rcstrain 
GnRH neuronal activity. 
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Les résultats de cette étude montrent que 5 à 30% des neurones nNOS de l'aire 

préoptique expriment l' ARNm codant le récepteur Il· Ces neurones sont donc des cibles 

directes de la ~-endorphine. La plus forte proportion de neurones doublement marqués est 

observée dans l'OVLT et le MePO, régions localisées dans l'aire préoptique rostrale et 

contenant la plupart des corps cellulaires des neurones à GnRH. 

Ces résultats suggèrent que la ~-endorphine peut directement moduler l'activité des 

neurones synthétisant la nNOS. Ces résultats sont à rapprocher des études pharmacologiques 

montrant que la naloxone stimule la production de NO dans l'aire préoptique (Pu et al., 1997; 

Bhat et al., 1998 ; Cuéllar et al., 2000) et suggérant ainsi que la ~-endorphine inhiberait 

1 'activité NOergique de l'aire préoptique. Aussi, nos résultats de régionalisation sont à mettre 

en parallèle avec les travaux d'Herbison et al. (1996) montrant que la quasi-totalité des 

neurones à GnRH sont entourés de neurones exprimant la nNOS dans l'aire préoptique 

rostrale et beaucoup moins dans les autres régions de l'aire préoptique. L'ensemble de ces 

observations suggère fortement que la ~-endorphine induirait son effet inhibiteur sur l'activité 

des neurones à GnRH en restreignant l'activité des neurones nNOS de l'aire préoptique et 

qu'il existerait ainsi un "axe" ~-endorphine-NO-GnRH. 
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Action de la galanine sur les neurones à POMC. 
La galanine induit une diminution de la libération de ~-endorphine {- , vert) suivie d 'une 
augmentation de 1 'expression de 1 'ARNm codant la POMC (+, vert) et d 'une accumulation du 
peptide dans le tissu . La calcineurine (protéine phosphatase 2B) semble être mise en jeu pour 
induire les effets inhibiteurs de la galanine sur la libération de ~-endorphine. Ces effets semblent en 
partie directs puisque les neurones à POMC expriment 1 'ARNm codant les récepteurs de la 
galanine GaiR1 et GaiR2. A noter 1 'effet stimulateur de la testostérone (+, orange) sur 1 'expression 
de 1 'ARNm codant ces récepteurs. Par ailleurs, un effet inhibiteur de la ~-endorphine (-, bleu) 
sur sa propre libération peut être envisagé au sein du noyau arqué. 



Discussion 

1. Interrelations galanine/POMC 

a) Arguments en faveur d'une action directe de la galanine sur le système à POMC 

Les résultats de notre première étude montrent, chez le rat mâle, que les neurones à 

POMC peuvent exprimer les ARNm codant les récepteurs de la galanine GalR1 et GalR2 et 

pennettent ainsi d'envisager l'existence d'une modulation directe de l'activité des neurones à 

POMC par la galanine (Figure 9). Ces résultats impliquent aussi que les contacts synaptiques 

observés entre les fibres galaninergiques et les neurones à P-endorphine (Horvath et al., 

1995a) sont fonctionnels. Cependant, alors qu'Horvath et al. (1995a) rapportent que près de 

90% des neurones à P-endorphine présentent des éléments galaninergiques à leurs proches 

v01smages, notre étude de quantification révèle que 14% et 21% des neurones à POMC 

expriment, respectivement, l' ARNm codant le GalR1 ou le GalR2. Ces observations 

suggèrent que les neurones à POMC expriment d'autres sous-types de récepteurs de la 

galanine. 

Actuellement, l'absence d'anticorps spécifiques dirigés contre les différents sous-types 

des récepteurs de la galanine ne nous permet pas à déterminer avec précision la localisation de 

ces récepteurs. Néanmoins, la présence de contacts synaptiques entre les fibres à galanine et 

les péricaryons à P-endorphine (Horvath et al., 1995a), ainsi que d'une forte densité de sites 

de liaisons pour la galanine dans le noyau arqué (Lagny-Pourmir et Epelbaum, 1992; Planas 

et al., 1994), nous pennettent d'envisager que des récepteurs sont présents au niveau du corps 

cellulaire à P-endorphine. Il est également vraisemblable que les récepteurs soient exportés 

dans les terminaisons nerveuses puisque de nombreuses régions contenant des terminaisons 

nerveuses à P-endorphine présentent des sites de liaison à la galanine (Lagny-Pourmir et 
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Epelbaum, 1992; Planas et al., 1994). Lors de notre première étude, seuls deux récepteurs de 

la galanine, le GalR1 et le GalR2, avaient été clonés. Entre temps, un troisième sous-type de 

récepteur de la galanine, nommé GalR3, a été identifié. Cependant, l'expression de ce 

récepteur de la galanine dans l'hypothalamus est controversée. En effet, alors que Wang et al. 

(1997) signalent par RT-PCR une absence d'expression de l'ARNm codant ce récepteur dans 

l'hypothalamus, Kolakowsky et al. (1998) et Waters et al. (2000) détectent la présence de 

1 'ARNm GalR3 dans 1 'hypothalamus. Pour notre part, nos résultats de RT-PCR révèlent que 

l'ARNm codant le GalR3 est exprimé dans l'hypothalamus médiobasal et confirment ainsi les 

données de ces derniers auteurs. Ainsi, une action de la galanine sur l'activité des neurones à 

POMC via le récepteur GalR3 ne peut être exclue. Des travaux d'hybridation in situ sont 

d'ailleurs en cours afin d'essayer de déterminer l'expression de ce récepteur à l'échelle 

cellulaire. Il est cependant difficile, du fait de l'absence d'agonistes ou d'antagonistes 

spécifiques pour chacun des sous-types des récepteurs de la galanine, de déterminer avec 

précision 1 'implication et le rôle respectif des différents sous-types des récepteurs de la 

galanine dans la régulation de l'activité des neurones à POMC. Le fait que le GalR2 soit le 

récepteur exprimé de façon prédominante dans les neurones à POMC -notamment ceux 

localisés dans le noyau arqué antérieur- nous suggère cependant que ce récepteur participe 

pour une part importante dans cette interrelation galanine/POMC. L'utilisation du nouveau 

peptide membre de la famille de la galanine, nommé 'GALP' (galanin-like peptide) qui a la 

particularité de se fixer avec une plus forte affinité sur le récepteur GalR2 par rapport au 

récepteur GalR1 (Ohtaki et al., 1999), pourrait nous permettre d'évaluer l'importance du 

récepteur GalR2 dans la physiologie de régulation de l'activité des neurones à POMC par la 

galanine. Cette participation du GALP est d'autant plus probable que l'ARNm codant ce 

nouveau membre de la famille de la galanine est exprimé dans l'hypothalamus, et 

exclusivement dans le noyau arqué (Juréus et al., 2000 ; Larm et al., 2000 ; Kerr et al., 2000). 
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Le GALP pourrait donc participer, au même titre que la galanine, à la régulation de l'activité 

des neurones à POMC. 

b) Action de la galanine sur le système à POMC 

A ce stade de notre étude, il est important de préciser la nature de 1' action exercée par 

la galanine sur l'activité des neurones à POMC. Lors de notre deuxième étude, nous montrons 

que la galanine inhibe, dès les 30 à 60 premières minutes d'application, la libération de P­

endorphine (Figure 9). Suite à cette observation et à l'étude de Renstrom et al. (1996) 

montrant que la galanine induit son effet inhibiteur sur la libération d'insuline via l'activation 

de calcineurine, nous avons voulu savoir si la galanine provoquait son effet inhibiteur sur la 

libération de P-endorphine via l'activation de cette protéine phosphatase. Cette hypothèse 

était d'autant plus concevable que de forts taux l' ARNm codant la calcineurine sont présents 

dans le noyau arqué (Morishita et al., 1998). Nos résultats, obtenus en incubant la galanine en 

association avec la FK-506, montrent que l'effet inhibiteur de la galanine sur la libération de 

P-endorphine est antagonisé par cet inhibiteur de calcineurine. Ces résultats suggèrent ainsi 

que la galanine inhibe la libération de P-endorphine via l'activation de calcineurine (Figure 

9). A noter que la calcineurine a la capacité de modifier l'état de phosphorylation des canaux 

calciques et ainsi de supprimer les mouvements calciques présents au sein des terminaisons 

nerveuses entraînant une inhibition de l'exocytose (Sihra et al., 1995). 

Dans un deuxième temps, c'est à dire après 60 minutes d'application, la galanine 

provoque une augmentation des taux d'ARNm POMC dans le noyau arqué (Figure 9). Etant 

donné que nous ne quantifions pas les transcrits primaires, il est difficile de savoir si cette 

augmentation des taux d' ARNm POMC est effectivement due à une augmentation de 

l'activité de transcription ou plutôt à une augmentation de stabilité des messagers. Cependant, 

puisque nous observons de fortes concentrations de P-endorphine dans les tissus à la fin de la 

période d'incubation, nous pouvons envisager qu'il se produit une accumulation du peptide 
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qui peut être due (1) à une augmentation de l'activité de transcription/traduction et/ou, (2) à 

une diminution de libération de peptide par les terminaisons nerveuses. Il est également 

envisageable que l'augmentation des taux d'ARNm codant la POMC dans le noyau arqué 

suite à l'ajout de galanine soit consécutive à la diminution des taux de P-endorphine sécrétée 

dans le milieu de survie. En effet, de précédent travaux ont révélé que la P-endorphine 

induisait une diminution des taux d' ARNm codant la POMC dans le noyau arqué (Wardlaw et 

al., 1996; Bronstein et al., 1990; Garcia de Yebenes et Pelletier, 1993; Fang et al., 1998). 

Ainsi, la diminution de la P-endorphine sécrétée dans le milieu de survie pourrait avoir l'effet 

inverse et induire une augmentation des niveaux d' ARNm codant la POMC observée après 

incubation avec la galanine. Nos résultats montrant l'expression de l' ARNm codant le 

récepteur 1.1 par les neurones à POMC sont d'ailleurs en faveur d'une action inhibitrice directe 

de la P-endorphine sur le système à POMC (Figure 9). 

Une autre hypothèse est également concevable afin de mieux comprendre les effets 

opposés de la galanine sur la synthèse d' ARNm codant la POMC et sur la libération de P­

endorphine. En effet, la galanine pourrait avoir un effet inhibiteur sur la libération de P­

endorphine, mais effet stimulateur sur la libération d'un autre peptide dérivé de la POMC telle 

que l'a-MSH. Ceci a été observé pour un autre neuropeptide, le NPY, qui induit une réponse 

différentielle selon le peptide dérivé de la POMC considéré. Ainsi, le NPY induit une 

diminution des taux d'ARNm codant la POMC (Garcia de Yebenes et al., 1995) et une 

augmentation de la libération de P-endorphine (Kalra et al., 1995) alors qu'il inhibe la 

libération d'a-MSH (Blasquez et al., 1992, 1995). Ces observations montrent qu'un 

neuropeptide peut avoir des effets opposés sur la libération de différents peptides issus du 

clivage de la POMC. Il serait donc intéressant, dans nos futurs travaux, de mesurer la 

libération d'a-MSH dans le milieu de survie suite à l'action de la galanine. Notamment, étant 

donné que (i) la galanine est un neuropeptide stimulateur de la reproduction et de la prise 
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Figure 1 O. Couplage aux protéines G et signalisation intracellulaire induite par l'activation 
des récepteurs de la galanine actuellement clonés (GaiR1 , GaiR2, et GaiR3). 



alimentaire, (ii) l'a-MSH est considéré comme un peptide anorexique majeur et (iii) la ~­

endorphine est l'un des principaux peptides inhibiteurs du système à GnRH, les interrelations 

entre la galanine et les différents produits de clivage de la POMC pourraient nous permettre 

de mieux comprendre l'étroite association qui existe entre la prise alimentaire et la 

reproduction. 

L'action de la galanine sur l'activité des neurones à POMC peut principalement 

s'expliquer par les différents modes de transduction du signal induits suite à l'activation des 

récepteurs de la galanine. Ces récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs à sept 

domaines transmembranaires couplés à des protéines G (Figure 1 0) mais alors que les 

récepteurs GalRl et GalR3 sont couplés à une protéine Gi/Go, le récepteur GalR2 est couplé à 

des protéines Gq, Gi et Go (Figure 1 0). Ces différentes protéines G vont induire des 

signalisations intracellulaires variées. Ainsi les protéines Gi/Go vont moduler 1' activité 

adénylate cyclase et des MAP kinases et la protéine Gq va activer la voie des phospholipases 

C (voir Branchek et al., 2000). De même, l'activation des récepteurs de la galanine peut 

moduler l'activité électrique des cellules cibles via la modification des courants potassiques 

(voir Branchek et al., 2000). Ainsi, suivant la voie de signalisation intracellulaire empruntée, 

la galanine pourrait avoir des effets stimulateurs ou inhibiteurs sur sa cellule cible. 

c) Implication de l'interrelation galanine/POMC dans la régulation du système à 

GnRH 

Parmi les nombreuses répercussions physiologiques de cette interrelation 

galanine/POMC, un certain nombre d'arguments nous permettent de l'impliquer dans la 

régulation de l'activité des neurones à GnRH. En effet, les récepteurs GalR1 et GalR2 sont 

exprimés de façon hétérogène dans les neurones à POMC avec une expression préférentielle 

par les neurones à POMC du noyau arqué antérieur. Or, de nombreuses études ont révélé que 

149 



antérieur 

1 Aire préoptique 1 

postérieur 

1 Noyau arqué 1 

Stéroïdes 
Gonadiques 

Figure 11. Implication des neurones à POMC cibles de la galanine et du TGF~ dans la régulation du système à GnRH 
et dans le rétrocontrôle stéroïdien. 



les neurones à POMC antérieurs sont particulièrement impliqués dans la régulation de 

l'activité des neurones à GnRH. La majorité des terminaisons nerveuses des neurones à 

POMC qui se projettent vers l'aire préoptique provient notamment du noyau arqué antérieur 

(Cheung et Hammer, 1995a). Par ailleurs, un déclin de l'activité des neurones à POMC est 

observé dans le noyau arqué antérieur peu avant la survenue du pic préovulatoire de 

GnRH/LH (Bohler et al., 1991). Ces observations nous permettent donc d'envisager que 

beaucoup de neurones à POMC régulés par la galanine se projettent vers l'aire préoptique et 

participent ainsi à la régulation de l'activité des neurones à GnRH (Figure 11). Ainsi, nos 

travaux montrant que la galanine induit rapidement une inhibition de la libération de ~­

endorphine, sont à mettre en parallèle avec des travaux réalisés par Lopez et Negro-Vilar 

(1990) rapportant que la galanine provoque une stimulation rapide de la libération de GnRH. 

En effet, étant donné que la ~-endorphine est un puissant inhibiteur de la sécrétion de GnRH 

(Falleti et al., 1999), nous pouvons envisager que la galanine provoquerait, en partie, ses 

effets stimulateurs sur la libération de GnRH via une levée de l'inhibition exercée par la ~­

endorphine sur le système à GnRH. 

L'existence d'une stéroïdo-dépendance au sein de cette interrelation galanine/POMC 

renforce également son implication dans la régulation du système à GnRH. En effet, nous 

observons que 1 'expression des récepteurs de la galanine dans le noyau arqué et plus 

précisément dans les neurones à POMC est régulée par les stéroïdes gonadiques : le nombre 

de neurones à POMC exprimant l'ARNm des récepteurs de la galanine et la quantité de 

messagers présents au sein de chaque neurone chutent après orchidectomie. Il y a par ailleurs 

une très forte probabilité pour que chez le mâle la testostérone soit l'hormone gonadique 

impliquée dans une telle régulation puisque ces effets ne sont pas observés lorsque les 

animaux sont supplémentés en testostérone (Figure 9). De plus, une étude approfondie selon 

quatre régions antéro-postérieures du noyau arqué, nous révèle que l'expression des ARNm 
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codant les récepteurs de la galanine est préférentiellement modulée par la testostérone dans les 

neurones à POMC du noyau arqué antérieur. Or, c'est exclusivement dans cette subdivision 

du noyau arqué que l'équipe de Steiner a rapporté que la testostérone augmentait les niveaux 

d'expression de l'ARNm codant la POMC (Chowen-Breed et al., 1989b; Chowen et al., 

1990). Par ailleurs, en plus d'une action directe de la testostérone via ses récepteurs aux 

androgènes (Simerly et al., 1989), nous ne pouvons exclure, comme le suggère l'étude de 

Chowen et al. (1990), que la testostérone agisse sur l'expression des récepteurs de la galanine 

après son aromatisation en œstradiol dans le noyau arqué. Cette hypothèse est renforcée par 

l'existence d'une importante activité aromatase (enzyme responsable de la transformation de 

la testostérone en œstrogènes) dans le noyau arqué (Roselli et al., 1985, 1987) et par le fait 

que des récepteurs aux œstrogènes sont exprimés par quelques neurones à POMC. 

Cette interrelation galanine/POMC pourrait être un maillon essentiel du rétrocontrôle 

qu'exercent les stéroïdes ovariens sur le rôle des dérivés de la POMC sur le système à GnRH. 

En effet, alors qu'il est admis que les neurones à POMC du noyau arqué sont particulièrement 

impliqués dans le rétrocontrôle stéroïdien s'exerçant sur le système à GnRH (voir Herbison, 

1998), peu d'arguments concluent à une action directe des œstrogènes sur les neurones à 

POMC. Un travail récent de Simonian et al. (1999) démontre notamment qu'aucun neurone à 

POMC exprimant le récepteur aux œstrogènes a ne se projette vers l'aire préoptique à 

proximité des neurones à GnRH. L'action des œstrogènes sur les neurones à POMC impliqués 

dans la régulation du système à GnRH passerait donc par l'intermédiaire d'autres cellules. Les 

neurones à galanine du noyau arqué semblent précisément d'excellents candidats étant donné 

que près de 50% d'entre eux expriment le récepteur aux œstrogènes et qu'un site de liaison 

aux œstrogènes est présent sur le gène codant la galanine (Howard et al., 1997). Ainsi, les 

neurones à galanine du noyau arqué, via leur action directe sur le système à POMC, 
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pourraient être l'un des médiateurs du rétrocontrôle exercé par les stéroïdes gonadiques sur les 

neurones à POMC (Figure 11). 

L'ensemble des résultats obtenus lors de cette première partie de notre travail de 

thèse nous permet donc d'envisager que les cellules à galanine module directement, au moins 

via les récepteurs GalRJ et Ga!R2, l'activité des neurones à POMC La galanine provoque 

alors une inhibition rapide de la sécrétion de jJ-endorphine. Un certain nombre d'arguments 

nous permettent également d'envisager que la galanine pourrait, par voie polysynaptique, 

réguler l'activité des neurones à GnRH via les neurones à POMC et véhiculer l'influence des 

stéroïdes gonadiques sur les neurones à POMC. La découverte récente du GALP ouvre des 

perspectives de travaux afin de mieux comprendre le rôle respectif des différents sous-types 

des récepteurs de la galanine dans la régulation du système à POMC. 

II. Interrelations TGFP/POMC 

a) Arguments en faveur d'une action directe du TGFB1 sur le système à POMC 

Dans notre travail de thèse, nous nous sommes également intéressés aux 

communications qui pouvaient exister entre les cellules gliales et les neurones à POMC. En 

effet, certaines équipes ont montré l'existence d'une communication entre les cellules gliales 

et les neurones dans l'hypothalamus (pour revue, voir Ojeda et al., 2000). Alors qu'au départ 

le TGFa semblait le facteur de croisssance le plus impliqué dans cette interrelation, depuis 

peu de temps l'équipe de Melcangi a suggéré qu'un autre facteur de nature astrocytaire, 

caractérisé comme étant le TGF~, pouvait également moduler l'activité des neurones à GnRH 

(Melcangi et al., 1995 ; Galbiati et al., 1996). 

152 



Noyau Arqué 

Œstrogènes ._ 
TGFj31 

astrocyte 

Neurone à POMC 

Figure 13. Action du TGF~1 sur les neurones à POMC. 
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1 'expression de 1 'ARNm codant ces récepteurs . 



Récemment, notre étude montrant que l' ARNm codant le récepteur de type 1 au TGF~ 

est exprimé par les aires hypothalamiques associées à la reproduction, dont le noyau arqué 

(Prevot et al., 2000b ), confirme l'implication possible du TGF~ comme neuromodulateur au 

niveau de l'hypothalamus. 

En fait, pour que le TGF~ puisse agir sur sa cellule-cible, il est est nécessaire qu'il se 

lie d'abord sur un récepteur de type II qui active alors un récepteur de type 1. Les récepteurs 

forment ainsi un complexe hétérodimérique responsable de la transduction du signal 

constituée en grande partie par l'activation de la voie des Smad (Figure 12). Notre travail de 

thèse nous a permis d'observer que de nombreuses cellules du noyau arqué co exprimaient les 

récepteurs de type I et de type II au TGF~ et ceci à tous les niveaux antéro-postérieurs du 

noyau arqué. Ces données suggèrent qu'effectivement le TGF~ peut moduler directement 

l'activité de nombreux types cellulaires localisés dans le noyau arqué. Nous avons ainsi 

déterminé que les neurones à POMC étaient l'une des cibles du TGF~ puisqu'ils expriment le 

récepteur de type I et de type II au TGF~ (Figure 13). 

Il est important de mentionner que la ribosonde utilisée afin de caractériser 

1 'expression du récepteur de type I au TGF~ code pour le récepteur B 1. Ce récepteur a la 

capacité de former des complexes hétérodimériques avec un récepteur de type II au TGF~ 

mais également avec un récepteur de type II à l'activine (Takumi et al., 1995). Ces 

observations nous permettent donc d'envisager qu'en plus du TGF~, l'activine pourrait 

également moduler l'activité des neurones à POMC via le récepteur Bl. Cette hypothèse est· 

d'autant plus concevable que le récepteur de type II à l'activine est exprimé dans 

l'hypothalamus médiobasal (Trudeau et al., 1996; Funaba et al., 1997). Des travaux 

complémentaires seront donc nécessaires afin de déterminer l'implication de l'activine dans la 

régulation du système à POMC. 
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b) Action du TGFB 1 sur le système à POMC 

Suite à nos travaux rapportant l'expression des récepteurs au TGF~ par les neurones à 

POMC et ainsi une possible action directe du TGF~ sur ce système, nous avons déterminé la 

nature de l'action exercée par le TGF~ 1 sur l'activité des neurones à POMC. Le TGF~ 1 induit 

une diminution des taux d' ARNm codant la POMC (Figure 13) et cet effet est plus prononcé 

dans la subdivision antérieure du noyau arqué. Ces résultats sont à rapprocher de nos 

observations montrant également une expression prédominante des récepteurs au TGF~ par 

les neurones à POMC du noyau arqué antérieur. Les neurones à POMC localisés dans le 

noyau arqué antérieur semblent donc une cible privilégiée du TGF~ 1• 

Si notre étude s'est intéressée au rôle du TGF~ 1 , d'autres isoformes du TGF~ peuvent 

être impliquées. Actuellement, cinq isoformes du TGF~ ont été isolées et seuls les TGF~ 1 et 

TGF~2 sont les plus répandus chez les mammifères (Derynck et Feng, 1997; Massagué, 

1990). Ainsi, le TGF~2 pourrait également jouer un rôle dans la régulation de l'activité des 

neurones à POMC. Cependant, le TGF~2 peut être sécrété par des astrocytes, mais aussi par 

des neurones (Vivien et al., 1998) et ne reflète donc pas, contrairement au TGF~ 1 , 

exclusivement une interrelation entre les cellules gliales et les neurones. 

Comme nous l'avons précédemment suggéré, nous ne pouvons exclure un effet de 

l'activine sur le système à POMC du noyau arqué. Cette probabilité est d'autant plus 

concevable que des études, réalisées à partir de cultures hypophysaires, ont rapporté un effet 

inhibiteur de l'activine sur l'expression de l' ARNm POMC (Bilezikjian et al., 1991). 

c) Implication de l'interrelation TGFB/POMC dans la régulation du système à GnRH 
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Notre étude de régionalisation nous révèle que les neurones à POMC localisés dans la 

partie antérieure du noyau arqué sont les cibles privilégiées du TGF~ 1 • En effet, à la fois 

l'inhibition induite par le TGF~ 1 et l'expression des récepteurs au TGF~ concernent 

préférentiellement les neurones à POMC antérieurs. Or, comme nous l'avons vu 

précédemment, ce sont ces neurones à POMC qui se projettent de façon préférentielle vers 

1 'aire préoptique, aire de localisation des neurones à GnRH. Ces données suggèrent que le 

TGF~ 1 pourrait moduler, via les neurones à POMC, l'activité des neurones à GnRH au niveau 

de l'aire préoptique (Figure 11). De ce fait, nos résultats rapportant un effet inhibiteur du 

TGF~ 1 sur l'activité neuronale à POMC sont à rapprocher de nos travaux préliminaires 

montrant que le TGF~ 1 stimule la libération de GnRH à partir de d'explants hypothalamiques 

incluant l'aire préoptique et le noyau arqué (Bouret et al., 2000). Ainsi, le TGF~ 1 pourrait 

provoquer en partie son effet stimulateur sur la sécrétion de GnRH via une levée de 

l'inhibition exercée par la ~-endorphine sur le système à GnRH. 

D'autres arguments nous permettent d'impliquer cette interrelation TGF~/POMC dans 

la régulation du système à GnRH: l'expression du récepteur B1 dans les neurones à POMC 

est stéroïde-dépendante. En effet, le nombre des neurones à POMC exprimant le récepteur B 1 

varie en fonction de l'état stéroïdien chez la femelle avec un effet inhibiteur des œstrogènes 

(Figure 13). Cet effet est également principalement observé dans les neurones à POMC 

localisés dans la partie antérieure du noyau arqué. 

L'implication des astrocytes synthétisant le TGF~ dans la médiation du rétrocontrôle 

stéroïdien s'exerçant sur les neurones à POMC semble également concevable (Figure 11). En 

effet, les astrocytes hypothalamiques expriment les récepteurs aux œstrogènes (Langub et al., 

1992; Cardona-Gomez et al., 2000; Buchanan et al., 2000) et principalement l'ER-~. De 

plus, de récents travaux de Buschanan et al (2000) montrent que le 17-~ œstradiol provoque 

une augmentation de la libération de TGF~ 1 à partir d'astrocytes hypothalamiques en culture. 
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De même, une étude préliminaire réalisée par Melcangi et al. (2000) rapporte que les niveaux 

d'expression de 1 'ARNm codant le TGFP varient dans 1 'hypothalamus en fonction du cycle 

œstrien et de l'état stéroïdien de l'animal avec un pic d'expression observé le jour le proestrus 

en corrélation avec la montée des taux plasmatiques d'œstradiol. Ainsi, l'hypothèse d'une 

implication des cellules synthétisant le TGFP 1 dans le rétrocontrôle stéroïdien s'exerçant sur 

les neurones à POMC est très probable (Figure 11). 

L'ensemble de nos résultats, associés aux études rapportant l'expression du TGF/}1 

par les astrocytes (Melcangi et al., 1995; Galbiati et al., 1996; Buchanan et al., 2000), nous 

permet donc d'envisager un mode de régulation des neurones à POMC par les cellules 

gliales. Ainsi, en plus d'un rôle dans la plasticité synaptique via des recouvrements 

astrocytaires (Garcia-Segura et al., 1986), les cellules gliales du noyau arqué semblent jouer 

un rôle-clef dans les régulations neuronales via la sécrétion de facteurs tels que le TGF f31. De 

plus, de nombreux arguments nous permettent d'impliquer cette interrelation TGF fJ/POMC 

dans la régulation du système à GnRH. 

III. Les neurones produisant le NO intermédiaires de l'action de la 13-

endorphine sur les neurones à GnRH ? 

Nos travaux permettent d'impliquer les neurones à POMC cibles de la galanine et du 

TGFP dans la régulation du système à GnRH, notamment de part leur projection probable 

vers 1' aire préoptique. A ce niveau, de nombreux travaux ont mis en évidence une action 

inhibitrice majeure de la P-endorphine sur l'activité des neurones à GnRH (pour revue, voir 
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Kalra, 1993). Cependant, les modes d'action de la f3-endorphine sur le neurone à GnRH ne 

sont pas encore clairement définis. En effet, alors que de nombreuses cellules environnant les 

corps cellulaires des neurones à GnRH expriment le récepteur aux opioïdes 11 et sont donc 

potentiellement cible directe de la f3-endorphine, la présence des messagers codant ce 

récepteur dans les neurones à GnRH n'a pas été détectée (Mitchell et al., 1997a; Sannella et 

Petersen, 1997). Ces dernières observations semblent ainsi exclure l'hypothèse d'une action 

directe de la f3-endorphine sur la sécrétion de GnRH. Ainsi, un certain nombre de travaux ont 

été entrepris afin de déterminer le phénotype possible des cellules-relais. Bhat et al. (1998) 

évoquent que les acides aminés excitateurs, dont le glutamate, pourraient relayer l'action de la 

f3-endorphine sur le système à GnRH au niveau de l'aire préoptique. En effet, la naloxone 

induit une libération de glutamate au niveau de l'aire préoptique et le MK-801 (antagoniste du 

récepteur NMDA) abolit l'augmentation de la libération de LH consécutive à l'injection 

intracérébroventriculaire de naloxone (Bhat et al., 1998). Par ailleurs, des études réalisées au 

laboratoire ont suggéré que les neurones à galanine de l'aire préoptique sont également l'un 

des intermédiaires possibles puisque certains d'entre eux expriment l' ARNm codant le 

récepteur 11 (Mitchell et al., 1997a). 

Dans le cadre de nos travaux, nous nous sommes intéressés au NO en tant que 

médiateur potentiel de l'effet de la f3-endorphine sur le neurones à GnRH. L'une des raisons 

pour laquelle nous avons travaillé sur ce facteur est que ce messager gazeux peut influencer 

une cellule cible située à près de 200 ~.tm de son lieu de diffusion sans nécessité de récepteurs 

(Wood et Garthwaite, 1994). De plus, une forte étroite association morphologique a été 

observée entre les neurones synthétisant la nNOS et les péricaryons à GnRH (Herbison et al., 

1996) et ce gaz est considéré comme un puissant activateur de l'activité GnRH (voir Prevot et 

al., 2000a). Par conséquent, le NO pourrait synchroniser les neurones à GnRH dispersés dans 

l'aire préoptique. Nos résultats montrent qu'une sous-population de neurones synthétisant la 
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nNOS expriment l' ARNm codant le récepteur Il· Plus précisément, ce récepteur est 

principalement exprimé par les neurones nNOS localisés dans les aires préoptiques rostrale et 

médiane, aires au niveau desquelles les interactions morphologiques entre la nNOS et la 

GnRH ont été rapportées comme étant les plus importantes (Herbison et al., 1996). A noter 

que c'est également dans ces régions de l'aire préoptique que l'expression de c-fos est activée 

dans les neurones à GnRH au moment du pic de LH (Lee et al., 1990). Ainsi nos résultats 

permettent d'envisager que les neurones synthétisant le monoxyde d'azote de l'aire 

préoptique sont des médiateurs de 1' action de la ~-endorphine sur le système à GnRH (Figure 

12). L'idée d'une action de la ~-endorphine sur la sécrétion de monoxyde d'azote dans l'aire 

préoptique est renforcée par les études montrant que 1' administration de naloxone stimule la 

production de monoxyde d'azote dans l'aire préoptique (Pu et al., 1997; Bhat et al., 1998; 

Falletti et al., 1999). L'ensemble de ces données suggère que la ~-endorphine freine la 

sécrétion de monoxyde d'azote et provoque de cette façon indirecte son effet inhibiteur sur la 

sécrétion GnRH (Figure 14). 

Les neurones produisant le NO au niveau de l'aire préoptique semblent ainsi l'un des 

intermédiaires privilégiés de l'effet de la fJ-endorphine sur le système à GnRH. 

158 



CONCLUSION 

et 

PERSPECTIVES 



Aire préoptique 

Galanine Noyau Arqué 

POMC 

capillaires 

Figure 14. Représentation schématique des relations morpho-fonctionnelles entre le 
noyau arqué et 1 'aire préoptique impliquant la POMC, la galanine, le TGF~ 
et le NO dans la régulation du système à GnRH. 
Les sigles ' + ' et ' -' se rapportent, respectivement, à des effets stimulateurs ou inhibiteurs. 



Conclusion et perspectives 

Ce travail de thèse a permis d'établir que les neurones à POMC du noyau arqué étaient 

régulés par la galanine et le TGF~. Concernant l'action de la galanine, celle-ci a été bien 

établie au niveau de l'aire préoptique. En particulier, l'étude de son expression dans les 

neurones à GnRH est bien documentée ainsi que la variation de cette coexpression sous l'effet 

des stéroïdes gonadiques (pour revue, voir Hohmann et al., 1998). De même, des travaux au 

sein du laboratoire ont récemment établi que l'expression d'un des sous-types des récepteurs 

de la galanine, le GalR1, variait en fonction du cycle œstrien dans l'aire préoptique (Faure­

Virelizier et al., 1998). De plus, ce récepteur est exprimé par certains neurones à GnRH 

(Mitchell et al., 1999b). Au niveau du noyau arqué, alors que beaucoup de travaux s'étaient 

intéressés à la galanine par rapport à la GHRH, aucun ne s'était consacré à la relation 

galanine-POMC notamment en relation avec la régulation du système à GnRH. Nos travaux 

de thèse ont pennis d'impliquer la galanine dans la régulation des neurones à POMC du 

noyau arqué. En effet, nous avons observé que les neurones à POMC présentaient la 

potentialité d'exprimer les récepteurs de la galanine GalR1 et GalR2 et que la galanine 

exerçait un effet inhibiteur sur l'activité des neurones à POMC (Figure 14). Nous avons 

également établi que cette interrelation galanine/POMC était stéroïdo-dépendante et 

concernait principalement les neurones à POMC localisés dans la partie antérieure du noyau 

arqué ce qui nous a permis d'émettre l'hypothèse que les neurones à POMC cibles de la 

galanine sont impliqués dans la régulation de l'activité des neurones à GnRH (Figure 14). 

Ainsi, la galanine pourrait exercer ses effets stimulateurs sur la sécrétion de GnRH en levant 

l'inhibition exercée par le système à POMC sur les neurones à GnRH (Figure 14). De plus, il 

est vraisemblable que les neurones galaninergiques du noyau arqué participent au 

rétrocontrôle exercé par les œstrogènes sur les neurones à POMC (Figure 14). 
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Nous avons également déterminé l'implication du TGF~ 1 dans la régulation des 

neurones à POMC. Là encore, jusqu'alors, peu d'études avaient impliqué ce facteur 

vraisemblablement astrocytaire au niveau du noyau arqué. Seule une étude récente avait 

rapporté l'expression d'un des récepteurs au TGF~ (le récepteur B1) dans l'hypothalamus 

médiobasal (Prevot et al., 2000b ). Nos travaux ont montré que le TGF~ 1 inhibait directement 

l'activité des neurones à POMC via les récepteurs de type I et de type II (Figure 14). Dès lors, 

l'implication de cette communication entre les celluls gliales et les neurones dans la 

régulation du système à GnRH est envisageable puisque cette interrelation TGF~/POMC est 

œstrogéno-dépendante et concerne préférentiellement les neurones à POMC localisés dans le 

noyau arqué antérieur. A noter que l'action des œstrogènes sur l'expression des récepteurs au 

TGF~ dans les neurones à POMC semble indirecte, comme le suggèrent des travaux 

préliminaires dans lesquels il n'a pas été possible d'observer des neurones à POMC exprimant 

à la fois les récepteurs au TGF~ et les récepteurs aux œstrogènes a (Bouret et al., 

communication personnelle)~ Des cellules relais seraient donc nécessaire pour transmettre 

l'effet des œstrogènes sur l'expression des récepteurs au TGF~ dans les neurones à POMC. 

Etant donné que les neurones galaninergiques sont des cibles privilégiées des œstrogènes dans 

le noyau arqué, ces neurones pourraient être d'excellent candidats afin de transmettre l'effet 

des œstrogènes sur cette interrelation TGF~/POMC. 

Au vu de nos résultats, il semble que la galanine et le TGF~ 1 pourraient moduler 

l'activité des neurones à GnRH via les neurones à POMC. L'action de la ~-endorphine sur le 

système à GnRH apparaît cependant indirecte mais, l'expression préférentielle du récepteur 

aux opioïdes 11 dans les neurones synthétisant le monoxyde d'azote de l'aire préoptique 

rostrale confirme, comme il a été suggéré par de précédents auteurs, que les neurones 
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synthétisant le monoxyde d'azote seraient des médiateurs de l'action de la P-endorphine sur 

1 'activité des neurones à GnRH (Figure 14 ). 

Ces travaux permettent d'avancer dans la compréhension de la régulation du 

fonctionnement du système à GnRH par le noyau arqué et la POMC. De plus, nos études de 

caractérisations neuroanatomiques apportent de nouveaux éléments quant à l'existence de 

sous-populations de neurones à POMC qui pourront être impliquées dans diverses fonctions 

physiologiques. Les interrelations étudiées pourraient, en plus de la régulation de la fonction 

gonadotrope, concerner la régulation de la prise alimentaire, la croissance, et le stress. 

Etant donné nos observations, les perspectives qu'ouvrent nos travaux sont multiples. 

Il apparaît notamment intéressant de déterminer avec précision le rôle respectif des différents 

sous-types des récepteurs de la galanine dans la physiologie de régulation des neurones à 

POMC. Cette problématique pourra être abordée soit par une approche "antisens", soit en 

utilisant des agonistes et antagonistes sélectifs pour les différents récepteurs de la galanine. 

Notamment, parmi les agonistes sélectifs connus, le nouveau peptide GALP (ayant la 

particularité de se fixer à haute affinité sur le récepteur GalR2) pourrait permettre de répondre 

en partie à nos interrogations. L'utilisation de modèles transgéniques peuvent être également 

envisagés. 

Dans ce travail, nous sommes partis sur le principe, compte-tenu de la littérature, que 

les neurones à POMC antérieurs sensibles à la galanine et au TGFP se projettaient vers l'aire 

préoptique. Cependant, il serait intéressant de le prouver en couplant nos approches à des 

techniques neuroanatomiques de transport rétrograde. 

Enfin, la mise en évidence de récepteurs à la galanine et au TGFP dans de nombreuses 

cellules non-POMC du noyau arqué, nous suggère un rôle de ces facteurs sur de nombreux 

autres types cellulaires du noyau arqué. Concernant la régulation du système à GnRH, il serait 

intéressant de voir si les neurones à NPY du noyau arqué, qui jouent un rôle majeur sur la 
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régulation de 1' activité des neurones à GnRH, sont également cibles du TGFI3 ou de la 

galanine. Cette hypothèse semble concevable car des résultats préliminaires nous montrent 

que les neurones à NPY expriment les récepteurs de la galanine (Bouret et al., communication 

personnelle). 
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