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1 INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Les techniques immunohistochimiques restent irremplaçables afin de décrire la distribution fine 

de protéines et de neuropeptides dans le système nerveux central. Ces techniques sont 

complémentaires des approches de biochimie et de biologie moléculaire qui, entre autre, 

permettent de localiser et quantifier l’expression de ces protéines ou de leur ARNm, ou même 

d’altérer l’expression du gène correspondant. Ces techniques immunohistochimiques ont donc 

permis et permettent encore d’étudier la distribution de centaines de neuropeptides ou de 

protéines dans le SNC de nombreuses espèces, notamment des rongeurs. 

Cependant, un anticorps ne reconnaît pas un peptide mais un épitope, et des marquages non 

spécifiques de la molécule étudiée ne sont pas rares et ont été la source de nombreux débats. 

Notre équipe est particulièrement sensible à ces phénomènes. En effet, historiquement, elle 

travaille sur deux populations de neurones peptidergiques hypothalamiques : les neurones 

producteurs de l’hormone de mélanoconcentration ‘MCH’ et ceux producteurs des peptides 

hypocrétines/orexines ‘Hcrt/Orx’. Les deux populations ont été initialement fortuitement mises 

en évidence grâce à des anticorps dirigés contre des neuropeptides non exprimés par ces cellules, 

mais qui les reconnaissaient par marquages croisés : ainsi, alors que caractérisés en 1989, les 

neurones à MCH étaient déjà étudiés pendant la période 1983-1989 par des anticorps anti-alpha 

mélanotropine ‘α-MSH’ et anti-somatocrinine humaine 1-37 ‘GRF1-37’ (entre autre, Watson et 

Akil, 1979 ; Daikoku et al., 1985 ; Fellmann et al., 1986, 1987), et plus récemment les neurones 

à hypocrétines ‘Hcrt/Orx’, peptides découverts en 1998 (De Lecea et al. ; Sakurai et al.) étaient 

reconnus par des anticorps anti-prolactine ovine (Griffond et al., 1995, 1998 ; Grillon et al., 

1998 ; Risold et al., 1998). 

Le travail présenté dans ce mémoire découle d’une collaboration entamée en 2004/2005 avec 

l’équipe dirigée par le Professeur François Pralong, praticien au service ‘Endocrinologie, 

Diabétologie et Métabolisme’ du centre hospitalier de Lausanne. Ce groupe s’intéressait aux 



 18 

contrôles neuroendocriniens de la reproduction et de l’obésité, et aux interactions dans 

l’hypothalamus entre les neurones producteurs du neuropeptide Y, de la gonadolibérine et d’un 

peptide de la famille des peptides RFamide appelé métastine. La découverte de ce peptide dans 

le système nerveux central était très récente, et l’objet de notre collaboration, et l’objectif initial 

de notre travail, était d’en étudier la distribution fine, grâce à un anticorps commercial (anti-

hMet, Phoenix Pharmaceuticals) déjà utilisé dans la littérature (Brailoiu et al., 2005) et 

généreusement offert par l’équipe suisse, avant d’entamer un travail destiné à identifier 

anatomiquement la nature des relations entre les différents systèmes NPY, GnRH et métastine. 

Cependant, les marquages obtenus avec l’anticorps anti-hMet étaient difficilement conciliables 

avec certaines données de la littérature, mais suggéraient l’existence d’une population de 

neurones dont la localisation a éveillé notre intérêt car complémentaire de celle des neurones 

étudiés par notre groupe dans la ‘zone à MCH’. Des investigations ont montré que ces neurones 

sont producteurs d’un neuropeptide de la même famille que la métastine, appelé RFRP, mais 

connu chez d’autres espèces de vertébrés, sous le nom GnIH, pour avoir un effet opposé à la 

métastine notamment sur l’axe gonadotrope. Nos travaux ont donc été réorientés sur l’étude de 

ces neurones producteurs de RFRP afin d’en analyser le développement et certains aspects 

morphofonctionnels chez le rat, et de comparer ces données à celles obtenues au laboratoire et 

concernant les neurones à MCH et Hcrt. 

 

L’enchaînement de ces événements est donc reflété dans l’organisation du présent mémoire : 

après une introduction destinée à présenter les différents peptides d’intérêt et les neurones 

hypothalamiques qui les produisent, nous exposerons les principaux résultats concernant la 

distribution du marquage fourni par l’anticorps dirigé contre la métastine humaine dans 

l’hypothalamus de vertébrés, avant de présenter nos travaux concernant la distribution, le 

développement, certaines des connexions des neurones à RFRP et enfin des résultats d’approches 

plus fonctionnelles. 
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2 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

Les recherches au sein du laboratoire d’histologie, désormais composante de l’équipe EA3922, 

ont été longuement focalisées sur l’étude du système hypothalamo-hypophysaire avant de 

s’orienter progressivement vers une approche neuroanatomique de l’organisation 

morphofonctionnelle de deux populations de neurones hypothalamiques. Ces neurones sont 

producteurs respectivement de l’hormone de mélanoconcentration ‘MCH’ et des peptides 

hypocrétines/orexines ‘Hcrt/Orx’. 

 

2.1 LES NEURONES DE LA ‘ZONE À MCH’ 

2.1.1 LES NEURONES À MCH 

La population de neurones à MCH a été initialement décrite chez le rat en 1979 par 

immunohistochimie avec un anticorps dirigé contre l’hormone de stimulation des mélanocytes 

‘αMSH’. Par la suite, de nombreux travaux (Watson et Akil, 1979 ; Daikoku et al., 1985 ; 

Fellmann et al., 1986, 1987) ont permis d’étudier cette population neuronale, en utilisant un 

anticorps dirigé contre la MCH de saumon (sMCH) (Nahon et al., 1989 ; Breton et al., 1989). En 

1992, les travaux de Bittencourt et al. ont confirmé la distribution, déjà observée précédemment, 

du système MCH dans le diencéphale ventral de rat, et en particulier dans l’aire hypothalamique 

latérale. Cependant, bien que majoritairement retrouvés dans les régions tubérales de l’aire 

hypothalamique latérale dont la région périfornicale, des corps cellulaires sont aussi localisés 

dans les aires hypothalamiques médiane et périventriculaire, essentiellement dans la partie 

postérieure du noyau antérieur, le noyau dorsomédian, la capsule du noyau ventromédian et le 

noyau périventriculaire. On retrouve enfin une fraction non négligeable de neurones à MCH dans 

la région rostromédiane de la zona incerta, anatomiquement rattachée au thalamus ventral. Chez 

des rates en lactation, des neurones exprimant la MCH ont aussi été localisés dans la partie 

rostrale du noyau paraventriculaire, dans le noyau périventriculaire préoptique et dans la partie 
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médiane du noyau préoptique médian (Knollema et al., 1992). Depuis, cette observation n’a 

jamais été confirmée par d’autres travaux. Deux autres territoires d’expression minoritaire du 

gène de la MCH dans les tubercules olfactifs et le tegmentum dorsal ont aussi été identifiés 

(Bittencourt et al., 1992 ; Presse et al., 1992). 

 

Les projections MCH ont une distribution diffuse dans l’ensemble du système nerveux central. 

Ces projections s’étendent des bulbes olfactifs à la moelle épinière (Skofitsch et al., 1985 ; Zamir 

et al., 1986 ; Bittencourt et al., 1992). Le faisceau médian du télencéphale constitue la voie 

majeure des projections tant ascendantes que descendantes. Bien qu’une cartographie claire et 

détaillée de la distribution des fibres à MCH ne soit pas encore réalisée, de nombreuses régions 

cérébrales sont innervées et suggèrent leur participation dans des fonctions variées. Dans le 

télencéphale, les aires les plus densément innervées forment le complexe septal médian (noyau 

du septum médian et noyau de la bandelette diagonale). L’ensemble du manteau cortical, 

l’amygdale, les noyaux de la strie terminale, le fundus du striatum, le noyau cortical 

endopiriforme reçoivent une innervation moins dense. Dans le thalamus, les noyaux de la ligne 

médiane et intralaminaire sont faiblement innervés. Dans le diencéphale ventral, l’aire 

hypothalamique latérale est densément irriguée. Les noyaux périventriculaire, préoptique 

antéroventral, arqué et dorsomédian (implication neuroendocrine et viscéromotrice) présentent 

une innervation beaucoup moins importante. Des fibres sont aussi retrouvées dans l’éminence 

médiane, majoritairement dans la partie interne, et le lobe postérieur de l’hypophyse. Dans 

l’hypothalamus postérieur, la partie latérale du noyau mamillaire médian est très irriguée. Dans 

le mésencéphale, des aires réticulées, le noyau pédonculopontique (locomotion, attention), les 

noyaux du raphé, l’aire tegmentale ventrale, le noyau géniculé latéral ventral et le colliculus 

supérieur (polymodal), le colliculus inférieur (audition), la partie médiane du noyau parabrachial 

(gustation et fonction sensori-viscérale) sont beaucoup moins innervés. De nombreuses études de 

traçages rétrograde et antérograde ont confirmé l’origine hypothalamique des projections des 
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neurones à MCH dans le cortex et la moelle épinière (Brischoux et al., 2002), le complexe septal 

médian (Bittencourt et Elias, 1993, 1998), la substance grise périaqueducale (Elias et 

Bittencourt, 1997), le noyau mamillaire médian (Casatti et al., 2002) et le noyau parabrachial 

(Touzani et al., 1993). Cependant, d’un point de vue général, l’organisation, la cartographie 

détaillée, l’identification des cibles et des trajets des projections des neurones MCH ne sont pas 

encore clairement définis. 

 

Des études morphofonctionnelles ont suggéré que la population des neurones à MCH n’est pas 

homogène mais que des sous-populations pourraient être impliquées dans des réponses 

différentes. Notamment, après avoir reçu un choc osmotique ou une stimulation hormonale, les 

neurones à MCH répondent différemment selon leur localisation (Presse et Nahon, 1993 ; 

Murray et al., 2000 ). Plusieurs équipes (Elias et Bittencourt, 1997 ; Bittencourt et Elias, 1998 ; 

Bayer et al., 1999 ; Bayer, 2000) ont montré, par des techniques de traçage de voies nerveuses, 

que tous les neurones à MCH n’étaient pas impliqués dans les mêmes circuiteries neuronales, 

expliquant, selon eux, les différentes réponses physiologiques (voir ci-après). Cependant, ces 

études ne caractérisaient pas clairement d’éventuelles sous-populations. Par contre, notre équipe 

a montré qu’au moins deux sous-populations pouvaient être décrites sur la base de l’expression, 

par ces neurones, d’autres neuropeptides et du récepteur à la neurokinine-3 (NK3). En fait, il fut 

montré que presque tous les neurones à MCH exprimant le récepteur NK3 expriment également 

le peptide CART ‘cocaine- and amphetamine-regulated transcript’ (Griffond et al., 1997 ; 

Broberger, 1999 ; Vrang et al., 1999 ; Cvetkovic et al., 2003, 2004). Les neurones de ces deux 

sous-populations se différencient aussi par leurs projections : ceux à MCH+/CART+/NK3- étant 

à l’origine des projections spinales, alors que ceux co-exprimant les trois molécules sont à 

l’origine des projections corticales. Cependant, ces deux groupes de cellules sont bien des sous-

populations d’une population MCH ; du moins, les résultats obtenus par Brischoux et al. (2001) 

ont montré que tous les neurones à MCH naissent en un pic très large du 10ème au 16ème jour de 
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vie embryonnaire à partir du même territoire du neuroépithélium germinatif (Brischoux et al., 

2001). Cependant, des études plus poussées de la genèse de ces neurones ont révélé qu’ils étaient 

en fait générés en une seule vague avec deux pics étroits distincts (Fig 1). La première sous-

population MCH-A est générée en un pic étroit à E11 et projette vers la moelle épinière. La 

seconde, MCH-B, nait en un pic plus large à E13 et projette vers le cortex cérébral (Brischoux et 

al., 2002). Ceci a renforcé l’hypothèse selon laquelle la population hypothalamique de neurones 

à MCH est unique mais non homogène. Ces travaux de Brischoux et al. confortaient donc 

l’hypothèse de l’existence d’une aire hypothalamique de distribution des corps cellulaires 

producteurs de la MCH. Cette régionalisation des neurones à MCH ne respecte pas les structures 

cytoarchitectoniques bien définies, et est localisée sous forme d’une bande de tissu limitée 

rostralement et ventralement par le fornix, et postérieurement et dorsalement par le faisceau 

mamillothalamique. 

 

 
Fig 1 : Diagramme de la neurogenèse des neurones à MCH (en gris). Comparaison des pics de genèse 
des deux sous-populations MCH-A et MCH-B (d’après Brischoux, 2002). 
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2.1.2 LES NEURONES À HYPOCRÉTINES/OREXINES 

Dans cette zone à MCH, de nombreux corps cellulaires producteurs d’autres peptides ont été 

identifiés : c’est le cas des neurones producteurs des hypocrétines/orexines, peptides découverts 

en 1998 simultanément par deux équipes qui les nommèrent hypocrétines-1 et -2 pour De Lecea 

et al. et orexines-A et -B pour Sakurai et al.. Ces neurones à hypocrétines étaient déjà étudiés 

avec des anticorps dirigés contre la prolactine ovine. En fait, notre équipe montrait l’année 

suivante, que les neurones à hypocrétines/orexines ne contiennent pas l’ARNm de la prolactine 

(Risold et al., 1999). 

 

En 1998, Peyron et al. ont établi une cartographie précise de la distribution des neurones à Hcrt 

(corps cellulaires et fibres). Les périkaryons sont localisés dans l’aire de distribution des 

neurones à MCH, exclusivement dans la région tubérale de l’hypothalamus en arrière du noyau 

paraventriculaire. La majorité des corps cellulaires sont observés dans les aires périfornicales 

dorsales et latérales de l’hypothalamus. Quelques cellules sont distribuées dans l’aire 

hypothalamique postérieure ou le noyau dorsomédian. 

Ces neurones projettent de façon diffuse dans l’ensemble du système nerveux central, de manière 

similaire à la population de neurones à MCH. Ainsi, les neurones à hypocrétines innervent 

l’ensemble du manteau cortical. Certaines régions télencéphaliques comme l’amygdale (aire 

amygdalienne antérieure et noyau central), les noyaux latéral et médian du septum, la bande 

diagonale de Broca et les noyaux de la strie terminale, sont très innervées. L’hypothalamus est la 

région diencéphalique la plus abondamment innervée. Les projections sont diffuses et 

abondantes dans les régions préoptiques (aire préoptique médiane, noyaux préoptiques latéral et 

magnocellulaire). Dans l’hypothalamus antérieur, seuls les noyaux supraoptique et 

suprachiasmatique ne sont pas innervés. Le noyau antérieur de l’hypothalamus est faiblement 

innervé. Les noyaux paraventriculaire et dorsomédian, la partie caudale du noyau ventromédian 

et l’aire hypothalamique latérale sont riches en fibres. Hypothalamus tubéral (noyau arqué), 
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latéral (région périfornicale) et postérieur (noyaux tubéromamillaire et submamillaire) présentent 

une forte densité de fibres Hcrt. Le thalamus est peu innervé. Les noyaux central, 

paraventriculaire, subthalamique et subparafasciculaire et la partie rostrale de la zona incerta sont 

les structures thalamiques les plus innervées. Enfin, certains noyaux spécifiques du tronc 

cérébral (noyau du tractus solitaire, locus coeruleus, substance grise périaqueducale, noyau du 

raphé) contiennent une innervation dense. La moelle épinière présente une innervation 

homogène et diffuse. 

Les travaux d’Amiot et al. ont montré par la technique du marquage au BrdU que les neurones à 

hypocrétine sont générés entre le 11ème et le 14ème jour de vie embryonnaire, avec un pic étroit au 

12ème jour (Amiot et al., 2005). Comparés aux neurones à MCH, la population des neurones à 

Hcrt est générée en un pic étroit, suggérant que la population puisse être plus homogène. Par 

ailleurs, ce pic est encadré par les deux pics de genèse des neurones A et B à MCH (fig 2). 

 

 

Fig 2 : Diagramme de la neurogenèse de l’hypothalamus. Comparaison des pics de genèse des 
neurones à MCH et à Hcrt. (d’après Amiot et al., 2005) 
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2.2 LES PEPTIDES RF-AMIDE : DEPUIS FMRF…  

Chaque membre de la famille des peptides à RFamide possède à son extrémité C-terminale le 

motif aminoacidique Arg (R)-Phe(F)-NH2, à l’exception du peptide métastine chez les rongeurs 

dont la séquence à l’extrémité C-terminale est composée des acides aminés Arg(R)-Tyr(Y)-NH2. 

L’identification des différents peptides et l’analyse de leur structure aminoacidique à l’extrémité 

C-terminale indiquent que tous les peptides de la famille RFamide semblent dériver d’un gène 

ancestral commun. Alors que la séquence à l’extrémité carboxy-terminale est conservée au cours 

de l’évolution, les peptides à RFamide présentent, au contraire, une diversité remarquable dans la 

séquence de l’extrémité N-terminale, conférant ainsi les différents embranchements de peptides à 

RFamide (fig 3) avec un panel d’activités biologiques aussi diverses. A l’heure actuelle, cinq 

embranchements de la famille des peptides à RFamide sont clairement identifiés : kisspeptines 

(métastine), QFRP, LPXRFa (RFRP), NPFF et PrRP (Osugi et al., 2006 ; Bechtold et Luckman, 

2007). 

 
Fig 3 : Arbre phylogénétique non exhaustif des peptides RFamide chez les mammifères et autres 
vertébrés. La barre d’échelle fait référence à une distance phylogénétique de substitutions de 0,1 acide 
aminé par site. (Bechtold et Luckman, 2007). 
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2.2.1 GÉNÉRALITÉS 

L’histoire de la famille des peptides RFamide a débuté avec l’identification en 1977 du premier 

membre composé de quatre acides aminés, appelé FMRF ‘Phe-Met-Arg-Phe-NH2’ (Price et 

Greenberg, 1977). Ce tétrapeptide a été isolé des ganglions du mollusque Macrocallista 

nimbosa. FMRF présentait une importante activité cardioexcitatrice. En 1980, Boer a démontré 

l’existence du peptide FMRF dans le système nerveux central de différentes espèces. Cette 

découverte a suggéré l’existence d’autres peptides de la famille à RFamide dans la totalité du 

règne animal, mais surtout la mise en évidence, pour la première fois, du rôle du peptide FMRF 

en tant que neuromédiateur/neurotransmetteur (Boer et al., 1980). Cependant, dès 1981, la 

spécificité des anticorps dirigés contre le peptide FMRF est remise en cause. Des études 

d’immunohistofluorescence sur le système nerveux central de rat ont été réalisées en utilisant des 

anticorps dirigés contre une forme (Met-Enképhaline-Arg-Phe) de la Met-enképhaline 

structurellement proche du peptide FMRF (tableau 1) : le marquage obtenu n’était pas si 

différent de celui fourni par l’anticorps anti-FMRF. Le marquage était dû au fait que les 

anticorps utilisés reconnaissaient tout peptide ayant la séquence Arg-Phe-NH2 à leur extrémité 

C-terminale (Weber et al., 1981). 

 

PEPTIDE SÉQUENCE ESPÈCE 
FMRF              FMRF Nombreuses espèces (dont rat) 
Met-Enképhaline YGGFM   rat 
Met-Enképhaline-Arg-Phe      YGGFMRF rat 

 
Tableau 1 : Comparaison des séquences des peptides FMRF et Met-Enképhaline du rat. Identification 
des réactions croisées apportées par les anticorps utilisés (d’après Weber et al., 1981). 

 

Dès lors, cette notion d’aspécificité reconnue a été considérée comme outil pour l’identification 

d’autres peptides à RFamide. En 1983, ces anticorps ont permis à l’équipe de Dockray de mettre 

en évidence, chez le poulet, un pentapeptide (LPLRF) constituant la partie C-terminale de la 

forme longue de la Met-enképhaline et dont l’activité biologique n’a pas été corrélée avec celle 

de la Met-Enképhaline (Dockray et al., 1983). En 1985, Yang et al. ont mis en évidence un rôle 
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de peptides similaires à FMRF, dans l’analgésie induite par la Met-enképhaline ou la morphine, 

activité biologique différente de l’activité initialement reconnue au peptide FMRF (Yang et al., 

1985a). Cette activité dans l’anti-nociception opioïde a permis l’identification de deux peptides 

RFamide composés de 8 et 12 acides aminés (les neuropeptides NPFF et NPAF/NPSF) (Yang et 

al., 1985b). La même année, les travaux de Kavaliers ont mis en avant l’action de FMRF dans 

l’inhibition de la prise alimentaire induite soit par la restriction alimentaire soit par la morphine 

(Kavaliers et al., 1985). Cette nouvelle découverte a été déterminante pour les recherches de 

l’implication d’autres peptides RFamide dans une multitude de voies physiologiques, et en 

particulier les voies relatives aux fonctions liées à la reproduction et à la lactation, avec la 

découverte par Aarnisalo et al. et par Hinuma et al. en 1998 de l’activité respective des peptides 

NPFF et PrRP ‘prolactin-releasing peptide’ sur la sécrétion de la prolactine (Aarnisalo et al., 

1997 ; Hinuma et al., 1998). Hinuma et al. ont aussi identifié les récepteurs de peptides appelés 

chez l’homme, peptides RFRP (hRFRP-1, hRFRP-2 et hRFRP-3). Les récepteurs de ces 

peptides, composés de 7 domaines transmembranaires et couplés aux protéines G, sont appelés 

récepteurs OT7T022. Ils présentent une très forte homologie de structure avec le récepteur de la 

prolactine et avec la famille de récepteurs au neuropeptide Y (Hinuma et al., 2000). Le NPY est 

un peptide ayant une séquence aminoacidique en C-terminal très proche de celle des RFamide, 

puisqu’il s’agit du motif Arg(R)-Tyr(Y)-NH2. 

Un grand nombre de peptides RFamide ont été identifiés à travers le règne animal, vertébré ou 

non. Dans le génome du nématode Caenorhabditis elegans, par exemple, il a été reporté plus de 

50 peptides RFamide encodés par 20 gènes (Li et al., 1999). Cependant, chaque espèce peut 

présenter un nombre variable de peptides RFamide. En 2000, seulement 2 gènes encodant des 

peptides RFamide étaient identifiés chez les mammifères. A l’heure actuelle, de nombreux 

peptides RFamide identifiés initialement chez certaines espèces ont trouvé un homologue chez 

au moins une autre espèce. 
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Lors de nos travaux, nous nous sommes intéressés aux embranchements des peptides du groupe 

LPXRF (où X représente soit la leucine L, soit la glutamine Q) et des kisspeptines dont 

l’implication dans le contrôle de l’axe gonadotrope a fait l’objet de très nombreux travaux. 

 

2.2.2 LES NEURONES MÉTASTINERGIQUES 

En 1999, Lee et al. travaillaient sur la pharmacologie des récepteurs à la galanine dans le cerveau 

de rat, quand ils ont isolé l’ADN complémentaire et identifié le gène d’un récepteur couplé aux 

protéines G, appelé rGPR54. Il présente une très forte ressemblance (45% d’homologie) avec la 

famille de gènes des récepteurs de la galanine. Par les techniques d’hybridation in situ, l’étude de 

la distribution dans le système nerveux central a été réalisée. Il est majoritairement exprimé dans 

les noyaux amygdaliens (noyaux cortical et médian de l’amygdale) et hypothalamiques (noyaux 

antérieur, dorsomédian et arqué, aire hypothalamique latérale). L’ARNm GPR54 est aussi 

retrouvé dans le tronc cérébral (colliculus supérieur, substance grise périaqueducale et noyau 

parabrachial). En 2001, trois groupes distincts vont identifier, de façon fortuite, le ligand naturel 

de ce récepteur. Ohtaki et al. vont, en 2001, identifier chez l’homme, un récepteur couplé aux 

protéines G, appelé hOT7T175, et liant le peptide isolé de placenta humain et ayant un effet 

inhibiteur de métastases de mélanomes malins humains, d’où son nom métastine (ou Kisspeptine 

‘KiSS’ ; Lee et al., 1996). Ce récepteur présente une très forte homologie de séquence avec 

GPR54. La même année, un autre récepteur humain couplé aux protéines G et activé par le 

peptide KiSS, est découvert : hAXOR12 qui présente 81% d’homologie de séquence 

aminoacidique avec le récepteur GPR54 (Muir et al., 2001). Toutes ces fortes homologies de 

séquences indiquent que les récepteurs hOT7T175, hAXOR12 et rGPR54 sont homologues. Ils 

sont distribués dans de nombreux territoires cérébraux (cortex, amygdale, hippocampe, 

hypothalamus, tronc cérébral et hypophyse) et les tissus périphériques (placenta, pancréas et 

foie). D’autres ligands du récepteur GPR54 vont être identifiés par l’équipe de Kotani en 2001. 
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Ces peptides dérivent d’un précurseur commun de 145 acides aminés et sont respectivement 

composés de 54, 14, 13 et 10 acides aminés (Fig 4). Ils sont tous encodés par le gène KiSS-1 et 

vont être désormais appelés kisspeptines (Kotani et al., 2001). Les kisspeptines humaines 

possèdent à leur extrémité C-terminale, le motif très conservé de 10 acides aminés 

YNWNSFGLRF-NH2. C’est cette séquence qui est responsable de l’interaction avec le récepteur 

et donc, de l’activité biologique du peptide. La kisspeptine-10 (composée des 10 derniers acides 

aminés du précurseur) est un limitateur de l’invasion des trophoblastes villeux dans la paroi 

utérine humaine pendant la grossesse, en particulier pendant le 1er trimestre (Janneau et al., 

2002 ; Bilban et al., 2004 ; Terao et al., 2004). Ceci a conforté le rôle de la métastine dans 

l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses (Lee et Welch, 1997 ; Harms et al., 

2003 ). Chez la souris, des travaux (Stafford et al., 2002) ont montré un homologue des 

kisspeptines humaines dont la séquence ne diffèrait que d’un seul acide aminé : la dernière 

phénylalanine (…RF-NH2) en C-terminale est substituée par une tyrosine (…RY-NH2). 

 

Fig 4 : Représentation schématique des peptides métastinergiques produits à partir du précurseur de 
145 acides aminés, la prépro-métastine Kp-145 (d’après Bilban et al., 2004) 

 

Chez l’homme, l’ARNm des kisspeptines est retrouvé abondamment dans le système nerveux 

central (hypothalamus et ganglions de la base) et les structures périphériques (placenta). Dès 

2003, de nombreux travaux se sont orientés vers un rôle des kisspeptines dans les fonctions 

neuroendocrines, en particulier sur le contrôle de l’axe gonadotrope (Funes et al., 2003). Chez 
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l’homme, des études ont été menées en 2003 par De Roux et al. dans une famille consanguine de 

8 enfants dont 5 étaient atteints d’hypogonadisme hypogonadotropique, déficience de la 

sécrétion hypophysaire en hormones FSH ‘follicle-stimulating hormone’ et LH ‘luteinizing 

hormone’. Chez ces patients atteints, une mutation dans le gène codant pour le récepteur GPR54 

était observée (De Roux et al., 2003). Cette mutation conduit à un récepteur non fonctionnel, ne 

pouvant lier les kisspeptines, à l’origine d’un retard de puberté et d’un désordre de la fonction de 

la reproduction. La kisspeptine-54, plus communément appelée métastine, et son récepteur ont 

donc été pressentis pour être les gardiens de l’initiation de la puberté. 

L’équipe de Seminara a confirmé ces précédents travaux, sur des souris invalidées pour le gène 

du récepteur GPR54 (Seminara et al., 2003). L’axe gonadotrope est gouverné par l’hormone de 

libération de la gonadotropine ‘GnRH’. Les travaux de Gottsch et al. ont démontré que les 

kisspeptines et leur récepteur étaient impliqués dans un circuit hypothalamique gouvernant l’axe 

neuroendocrine de la reproduction. Cette équipe a révélé la distribution de l’ARNm KiSS dans 

les territoires hypothalamiques impliqués dans la régulation de la sécrétion de la gonadotropine, 

avec une localisation massive dans les noyaux antéroventral périventriculaire, périventriculaire et 

arqué. D’autres cellules ont également été observées dans le noyau préoptique antérodorsal. De 

rares corps cellulaires ont été repérés dans les noyaux de l’amygdale et de la strie terminale 

(Gottsch et al., 2004a). Une étude immunohistochimique a concerné la distribution des neurones 

métastinergiques dans le cerveau de rat. Les périkaryons marqués sont distribués essentiellement 

dans le noyau arqué, le noyau dorsomédian, le noyau paraventriculaire et le noyau du tractus 

solitaire. Les fibres immunoréactives sont localisées dans le cerveau entier, avec une plus grande 

densité dans le noyau de la strie terminale, les parties ventrale et dorsale du noyau latéral du 

septum, les noyaux arqué, dorsomédian et parastrial de l’hypothalamus, les noyaux habenulaire 

et paraventriculaire du thalamus, la substance grise périaqueducale et les noyaux parabrachial et 

du tractus solitaire (Brailoiu et al., 2005). 
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La même année, le groupe de Messager a montré que les projections des neurones à GnRH 

localisées dans l’éminence médiane exprimaient à leur surface le récepteur à la métastine. Ceci a 

suggéré une implication directe de cette dernière sur la sécrétion de la GnRH et a confirmé 

l’hypothèse émise simultanément par De Roux et Seminara : le système métastine/GPR54 est 

indispensable pour l’initiation de la puberté et la régulation du cycle estrien (Messager, 2005 ; 

Messager et al., 2005 ; Seminara, 2005 ; Seminara et Kaiser, 2005). 

Cette distribution a soulevé un certain nombre d’hypothèses. Le noyau arqué contient d’autres 

cellules producteurs d’autres peptides comme le NPY, le AgRP ‘Agouti-Related Peptide’, le 

peptide CART, le peptide POMC ‘proopiomélanocortine’ précurseur des peptides α-MSH et β-

endorphine, et le peptide GALP ‘galanine-like peptide’ (Gottsch et al., 2004b). Ces peptides sont 

des acteurs majeurs du maintien de l’homéostasie métabolique mais ont également des effets 

importants sur la sécrétion de GnRH (Kalra et al., 1998). Ils sont régulés par les hormones du 

métabolisme via les capillaires fenestrés perméables aux facteurs circulants (leptine, insuline et 

hormone thyroïdienne) (Shahab et al., 2005 ; Fernández-Fernández et al., 2006 ; Tena-Sempere, 

2006b) (Fig 5). 

 

 
Fig 5 : Schéma illustrant les facteurs régulant l’activité de la métastine (Dungan et al., 2006). 
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Chez des rats dont le métabolisme est perturbé (diabète), l’expression de la métastine est altérée. 

Des injections de leptine mais pas d’insuline sont suffisantes pour restaurer une expression 

normale (Castellano et al., 2006b ; Hauge-Evans et al., 2006). De plus, l’administration de 

métastine à des rats atteints d’une mutation du récepteur à la leptine provoque la sécrétion de la 

gonadotropine LH (Seminara, 2006). La compilation de ces données indique que la métastine 

agit de façon indépendante des taux de leptine et autres facteurs. Le système métastinergique est 

aussi soumis aux influences des hormones stéroïdiennes (Irwig et al., 2004 ; Navarro et al., 

2004 ; Kinoshita et al., 2005). L’expression des gènes KiSS-1 et du récepteur GPR54 est 

maximale lors du passage à la puberté. Elle est aussi variable chez la femelle adulte où le 

maximum d’expression est observé en diestrus du cycle estrien. La métastine joue un rôle majeur 

dans le déclenchement de l’ovulation (Kinoshita et al., 2005 ; Castellano et al., 2006c). Chez le 

mâle comme chez la femelle, testostérone et œstradiol inhibent l’expression de la métastine des 

neurones localisés dans le noyau arqué mais stimulent celle des neurones du noyau antéroventral 

périventriculaire. Ces considérations indiquaient un rétrocontrôle de la sécrétion de la métastine 

par les hormones sexuelles, négatif dans le noyau arqué et positif dans le noyau antéroventral 

périventriculaire (Smith et al., 2005a, 2005b ; Popa et al., 2005 ; Dungan et al., 2006 ; 

Franceschini et al., 2006 ; Gottsch et al., 2006) (Fig 6). 

 
Fig 6 : Schéma illustrant la régulation fine de l’axe gonadotrope (Dungan et al., 2006). 
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Des ratons à l’approche de la puberté présentent une plus grande sensibilité à des injections de 

métastine pour la sécrétion de LH. Un certain dimorphisme sexuel est aussi observé dans cet 

effet : les femelles y sont plus sensibles. Cependant, le système métastinergique influence les 

neurones secrétant la GnRH davantage par un interneurone que par action directe (Castellano et 

al., 2006a ; Nazian, 2006). Clarkson et Herbison ont montré que les noyaux antéroventral 

périventriculaire et périventriculaire contenaient plus de neurones métastinergiques chez les 

femelles que chez les mâles (Clarkson et Herbison, 2006 ; Kauffman et al., 2007). Or, seules les 

femelles sont soumises à des variations hormonales avec le cycle estrien. Ainsi, il est sensé de 

supposer que les neurones métastinergiques des noyaux antéroventral périventriculaire et 

périventriculaire ne sont pas seulement impliqués dans l’initiation de la puberté mais aussi dans 

le cycle estrien pour la génération de la décharge préovulatoire de GnRH de façon dépendante 

des taux basaux de GnRH et sous l’influence des estrogènes (Smith et al., 2006a, 2006b ; Roa et 

al., 2006 ; Tena-Sempere, 2006a ; Adachi et al., 2007 ; Maeda et al., 2007 ; Smith et Clarke, 

2007 ; Yamada et al., 2007 ; Smith et al., 2008). 

 

2.2.3 LES NEURONES À RFRP 

Les peptides RFRP ‘RFamide-related peptides’ appartiennent à une autre sous-famille des 

peptides RFamide. Chez les mammifères, les peptides RFRP sont dénommés ainsi de par leur 

séquence aminoacidique LPXRF ‘Leucine-Proline-X-Arginine-Phénylalanine’, où X représente 

soit la leucine L, soit la glutamine Q. Chez les oiseaux, le peptide RFRP possède un homologue 

dit GnIH ‘gonadotropin-inhibitory hormone’, d’après son implication physiologique dans 

l’inhibition de la libération de la gonadotropine. 

 

Fig 7 : Représentation schématique des différents peptides RFRP/GnIH matures produits à partir du 
précurseur prépro-RFRP/GnIH de différentes espèces. 
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Leur découverte est récente, puisque la première mise en évidence de l’existence de ces peptides 

RFRP/GnIH remonte à l’année 2000 (Hinuma et al. ; Tsutsui et al.). La majeure partie des 

principales études fonctionnelles a été réalisée chez les oiseaux. L’équipe de Tsutsui a été la 

première à mener ces travaux avec la mise en évidence du premier dodécapeptide aviaire ayant 

une extrémité C-terminale identique à celle des peptides RFRP isolé chez les mammifères 

(Tsutsui et al., 2000). En fait, chez les oiseaux comme chez les mammifères, plusieurs peptides 

matures sont générés à partir d’un précurseur (Fig 7). Chez les oiseaux, Satake et al. ont 

caractérisé ces peptides matures dénommés GnIH, GnIH-RP1 ‘GnIH-related peptide 1’ et GnIH-

RP2 ‘GnIH-related peptide 2’. L’analyse des séquences aminoacidiques des extrémités C-

terminales des 3 peptides GnIH a fait apparaître de très grandes similitudes avec celles des 

peptides RFRP des mammifères : GnIH, GnIH-RP1, RFRP-1 et RFRP-2 ont une extrémité C-

terminale LPLRF-NH2, alors que GnIH-RP2 et RFRP-3 ont la séquence LPQRF-NH2 (Satake et 

al., 2001). Les cellules contenant l’ARNm de ces peptides sont localisées dans le diencéphale 

des oiseaux, en particulier dans le noyau paraventriculaire. Des fibres immunoréactives étaient 

retrouvées dans la couche externe de l’éminence médiane, ce qui a suggéré l’hypothèse du rôle 

de ce peptide dans le contrôle du système hypothalamo-hypophysaire chez les oiseaux, et plus 

spécifiquement sur la sécrétion de la gonadotropine et de la prolactine. En fait, chez les oiseaux, 

ce peptide n’exerçait un rôle que dans l’inhibition de la sécrétion de la gonadotropine, et a dès 

lors été appelé GnIH ‘gonadotropin-inhibitory hormone’. 

De plus, la régulation de la sécrétion de la gonadotropine chez les oiseaux a été démontrée par 

des mesures des taux d’expression du précurseur GnIH à différents temps de vie embryonnaire. 

Ubuka et al. ont montré que l’ARNm du précurseur était exprimé dès le 10ème jour de vie 

embryonnaire et son taux augmentait jusqu’à l’éclosion de l’œuf. Bien qu’exprimé dès E10 dans 

certains corps cellulaires du noyau paraventriculaire, aucune fibre immunoréactive n’est 

observée dans l’éminence médiane. Les premières sont observées à E17, ce qui signifie que les 

neurones GnIH positifs n’acquièrent leur fonction biologique qu’à l’approche de l’éclosion 
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(Ubuka et al., 2003). Dès 2005, chez les oiseaux, un contrôle de la régulation du système GnIH 

par la mélatonine a été montré (Ubuka et al., 2005). L’expression de GnIH est 

photopériodiquement régulée : elle est accrue en période de jour court correspondant à une durée 

allongée de sécrétion de mélatonine par la glande pinéale et les yeux. Dans le noyau 

paraventriculaire, les neurones exprimant le peptide GnIH expriment également un sous-type du 

récepteur à la mélatonine, Mel1c (Ubuka et al., 2005 ; Tsutsui et al., 2007). Ceci a suggéré une 

activité des neurones GnIH sous l’influence des rythmes circadiens, et variable selon les saisons 

(Leska et Dusza, 2007 ; Revel et al., 2008 ; Gibson et al., 2008). Un rôle direct de GnIH sur les 

gonades, à l’origine du contrôle négatif sur l’axe gonadotrope, a été suspecté (Bentley et al., 

2008). En effet, des injections de GnIH inhibaient la libération de gonadotropine et induisaient 

une régression testiculaire associée à une réduction de l’activité spermatique des testicules et une 

suppression du maintien du plumage adulte, chez des oiseaux. Ainsi, le peptide GnIH a un rôle 

sur l’axe hypothalamo-hypophysio-gonadique mais aussi un rôle sur les caractères sexuels 

secondaires (Ubuka et al., 2006, 2008b). Cette observation a suggéré que les taux de 

gonadotropines circulantes étaient directement et inversement corrélés avec les taux de GnIH 

hypothalamiques au cours du développement : un faible taux de GnIH permettrait une activité 

positive de l’axe gonadotrope avec un développement normal des caractères sexuels secondaires. 

Enfin, l’effet inhibiteur de GnIH sur l’axe reproducteur semblait aussi corrélé avec 

l’environnement : en effet, il a été montré que le stress induit par la capture provoquait chez des 

oiseaux, une augmentation des taux de GnIH (Calisi et al., 2008) (Fig 8). 

Le peptide GnIH présente une très forte homologie de séquence en C-terminal avec NPFF, un 

peptide RFamide ayant une activité dans la prise alimentaire (Panula et al., 1996). Un certain 

nombre d’études se sont donc intéressées à un éventuel rôle de GnIH dans la prise alimentaire. 

Tachibana et al. ont été les premiers à montrer un effet orexigénique de GnIH indépendamment 

de l’axe hypothalamo-hypophysaire et des stéroïdes sexuels. Chez des oiseaux placés en 

restriction alimentaire, une augmentation d’appétit a été observée de façon concomitante à une 
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réduction de l’activité sexuelle, alors que cet effet n’était pas observé chez des oiseaux élevés en 

conditions normales. Cet effet a été corrélé à l’action du peptide orexigène NPY, et observé en 

conditions physiologiques extrêmes (Tachibana et al., 2004, 2005, 2008). 

 
Fig 8 : Représentation schématique des mécanismes d’action/adaptation potentiels des neurones à 
GnIH dans le contrôle de l’axe gonadotrope et du comportement. (Ubuka et al., 2008). 

 

Les peptides GnIH possèdent des homologues chez les mammifères, appelés RFRP d’après leur 

séquence aminoacidique en C-terminal. Ainsi, un grand nombre de travaux se sont intéressés à la 

localisation et aux fonctions des peptides RFRP chez les mammifères. La première mise en 

évidence de l’existence de ces peptides RFRP a eu lieu la même année mais juste avant leurs 

homologues aviaires (Hinuma et al., 2000). En effet, Hinuma et al. ont identifié, à partir de bases 

de données, un ADN complémentaire chez l’homme qui encode une prépro-protéine à l’origine 

de 3 peptides hRFRP-1, hRFRP-2 et hRFRP-3 (Fig 7). Les récepteurs OT7T022 de ces peptides 
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ont dès lors été isolés (Hinuma et al., 2000). A partir des peptides synthétiques, cette équipe a 

montré l’existence de peptides RFRP chez d’autres espèces, bœuf, rat et souris. Les précurseurs 

prépro-RFRP ont une taille variable, de 188 acides aminés chez la souris à 203 acides aminés 

chez le rat. Les 3 peptides isolés chez l’homme ne sont pas tous présents chez d’autres espèces, 

plus particulièrement le peptide mature RFRP-2 absent chez le rat et la souris. Chez le rat, 

l’ARN messager codant pour RFRP a été mis en évidence dans deux territoires, l’œil et 

l’hypothalamus, et plus particulièrement dans le noyau périventriculaire et entre les noyaux 

dorsomédian et ventromédian (Hinuma et al., 2000 ; Fukusumi et al., 2001). L’aire de 

distribution des neurones contenant l’ARNm RFRP s’étend jusque dans l’aire hypothalamique 

latérale. Chez la souris, les neurones RFRP-positifs sont localisés dans le noyau dorsomédian, 

l’olive supérieure latérale et le noyau du tractus solitaire (Ukena et Tsutsui, 2001). 

Dans le noyau périventriculaire, des neurones dopaminergiques sont présents et impliqués dans 

le contrôle de la sécrétion de la prolactine : 74% d’entre eux expriment également le récepteur 

aux peptides RFRP. L’équipe d’Hinuma a montré que les peptides RFRP étaient impliqués dans 

la régulation de la prolactine d’une façon différente de la régulation par PrRP. RFRP-1 ne 

stimulait pas directement la sécrétion de prolactine mais altèrait la libération de dopamine dans 

le système-porte hypothalamo-hypophysaire (Samson et al., 2003). Cette donnée était en accord 

avec les travaux réalisés par l’équipe de Koda chez la grenouille. En effet, cette équipe a été la 

première en 2002 à isoler le premier peptide RFRP chez la grenouille, fGRP ‘frog GH-releasing 

peptide’, localisé essentiellement dans l’aire septale médiane, l’aire préoptique et le noyau 

suprachiasmatique. Des fibres immunoréactives sont localisées dans l’éminence médiane, 

suggérant un rôle dans la libération des hormones hypophysaires (gonadotropines, prolactine et 

hormone de croissance) sans présenter de dimorphisme sexuel (Koda et al., 2002 ; Ukena et al., 

2002, 2003 ; Osugi et al., 2004). Basée sur les recherches précédentes avec les différents rôles 

potentiels des peptides RFRP, une étude s’est s’intéressée plus particulièrement au peptide 

RFRP-3 qui partage une très forte homologie de séquences en C-terminal avec le peptide GnIH 
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et aussi avec un autre peptide de la famille RFamide appelé NPFF ‘neuropeptide FF’. Ce dernier 

est impliqué dans la modulation de la douleur (Liu et al., 2001, Pertovaara et al., 2005) et la 

régulation de la prise alimentaire (Panula et al., 1996). Les équipes de Yoshida d’un côté, et de 

Yano de l’autre côté, ont démontré en 2003 que les peptides RFRP-3 et NPFF étaient exprimés 

dans des populations différentes de neurones et impliqués dans des voies fonctionnelles 

différentes (Yano et al., 2003 ; Yoshida et al., 2003). Ainsi, des peptides avec des séquences très 

proches exerçaient un rôle différent selon des espèces différentes. 

En 2006, l’équipe de Kriegsfeld a été la première à clairement identifier et localiser le système 

RFRP chez les mammifères, précisément chez le hamster. Elle a établi une cartographie détaillée 

des cellules contenant le peptide RFRP. Les corps cellulaires étaient concentrés exclusivement 

dans le noyau dorsomédian. Les fibres RFRP-positives étaient distribuées dans tous les territoires 

où sont concentrés les neurones et les fibres à GnRH, à savoir le septum médian, la bande 

diagonale de Broca, l’aire préoptique et l’hypothalamus antérieur (et plus particulièrement dans 

le noyau arqué). Cette distribution suggérait donc un rôle direct des neurones RFRP sur les 

neurones à GnRH. Cette étude a aussi montré que 40% des neurones à RFRP exprimaient 

également le récepteur aux estrogènes ERα. C’était la première fois qu’un rôle des neurones 

RFRP dans les fonctions neuroendocrines était établi chez les mammifères. Des injections du 

peptide RFRP inhibaient la libération de LH médiée par les neurones à GnRH, ce qui suggérait 

également un rôle neuroendocrine direct sur l’hypophyse (Anderson et al., 2005). De plus, ce 

rôle était sous l’influence des hormones sexuelles (Kriegsfeld, 2006 ; Kriegsfeld et al., 2006 ; 

Bentley et al., 2006a, 2006b ; Maddineni et al., 2008 ; Murakami et al., 2008 ; Smith et al., 

2008 ; Ubuka et al., 2008a) et associé au développement des caractères sexuels secondaires 

(Johnson et al., 2007) : le peptide RFRP-3 était responsable des différentes actions sur les 

systèmes liés à la reproduction et à l’homéostasie métabolique. Son rôle semblait primordial 

dans l’inhibition de l’axe reproducteur liée à des états pathologiques du métabolisme (obésité ou 

cachexie). 
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3 BUT DU TRAVAIL : HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 

Les travaux présentés dans ce mémoire sont nés d’une collaboration avec le Pr F. Pralong du 

centre hospitalier de Lausanne, et dont le but était l’étude de la distribution de la métastine, 

membre de la famille des peptides à RFamide. L’équipe du Pr Pralong s’intéressait à la 

caractérisation du rôle des récepteurs au NPY dans le contrôle de l’axe gonadotrope après 

injection de leptine à des souris invalidées pour le récepteur Y1 (Pralong et al., 2002). L’intérêt 

suscité par cette collaboration s’est accru lorsque nous nous sommes rendus compte que le 

peptide métastine était possiblement présent dans des neurones bordant la ‘zone à MCH’. Nous 

devions dans un premier temps réaliser une cartographie détaillée du peptide métastine et de son 

ARNm dans le cerveau de rat, en utilisant l’anticorps dirigé contre la métastine humaine (hMet) 

et commercialisé par Phoenix Pharmaceuticals. Ce travail était le préalable à une étude plus 

importante destinée à comprendre les interactions entre les systèmes NPY, métastine et GnRH 

dans l’hypothalamus, notamment pour l’initiation de la puberté. Puis chez des animaux NPY1-/-, 

il était proposé d’analyser les causes du retard de la puberté (Pralong et al., 2002) et de vérifier 

l’intégrité du système métastinergique chez ces animaux mutants. Deux évènements imprévus 

nous ont conduits à réorienter notre problématique de recherche. Le premier est que les résultats 

initialement observés par l’équipe du Pr Pralong concernant le retard de puberté des animaux 

NPY1-/- n’ont pas été retrouvés. L’explication a été une dérive génétique de la lignée. Le second 

est que la cartographie obtenue présentait une très forte homologie avec la distribution d’un autre 

peptide de la famille RFamide, RFRP/GnIH, réalisée par l’équipe de Kriegsfeld en 2006 sur le 

cerveau de hamster en utilisant un anticorps dirigé contre le peptide GnIH d’oiseau. Et un certain 

nombre de confusions sont apparues : comment une population de neurones peut-elle exprimer 

deux peptides de la même famille et dont les actions sont opposées ? Ainsi, il nous est apparu 

essentiel de vérifier dans un premier temps si les neurones producteurs du peptide métastine, 

rapporté dans la littérature pour son activité activatrice de la reproduction, produisaient 

également le peptide RFRP à action opposée. Un certain nombre de travaux ont été menés en 
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utilisant un anticorps commercial dirigé contre la métastine humaine (hMet). Des interactions 

croisées de l’anticorps hMet sont apparues avec d’autres peptides de la famille RFamide, et 

notamment avec RFRP, de par leur extrémité C-terminale très proche. Très peu de données 

concernant une distribution rigoureuse de ce peptide étaient disponibles dans la littérature. Tout 

ceci nous a ainsi conduits à réaliser une cartographie précise et spécifique de la distribution de 

l’ARNm RFRP. 

Par ailleurs, les travaux parallèlement menés au laboratoire concernent l’organisation 

anatomique et l’ontogenèse de deux populations de neurones respectivement productrices des 

peptides MCH ‘melanin-concentrating hormone’ et hypocrétine/orexine. L’aire de distribution 

de MCH ou ‘zone à MCH’ est assez étendue, des territoires les plus latéraux jusqu’aux territoires 

les plus proches du troisième ventricule. Par comparaison, les neurones à RFRP sont observés 

occupant des territoires les plus médians de ce que nous appelons la ‘zone à MCH’. Ainsi le 

projet de ma thèse a été réorienté afin de tenter de caractériser cette nouvelle population de 

neurones vis-à-vis des neurones à MCH et à Hcrt, d’en étudier le développement ontogénétique, 

d’identifier certaines de leur innervation potentielle et de vérifier l’implication de ces neurones 

dans des réponses expérimentales en rapport avec leur aire de distribution et leurs connexions. 

 

Le développement de la population de neurones à RFRP a été réalisé par des injections de 

bromo-désoxyuridine (BrdU) à des femelles à différents temps de gestation. Le BrdU est un 

analogue de l’uridine qui s’incorpore à l’ADN des cellules en phase S du cycle cellulaire. 

Combiné à des techniques d’hybridation in situ pour RFRP, le BrdU a permis de suivre la 

neurogenèse de ces neurones. Dans le même temps, des études d’hybridation in situ ont été 

réalisées sur des cerveaux d’embryons (E18 à E20) et de jeunes ratons (P0 à P15) pour suivre 

l’évolution de la distribution des corps cellulaires à RFRP, c’est-à-dire déterminer le stade 

d’acquisition du phénotype chimique définitif. 
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Enfin, des études par la technique de traçage des voies nerveuses ont été menées afin d’identifier 

certaines des connexions (afférences et efférences) des neurones à RFRP, et des variations des 

taux d’ARNm RFRP ont été recherchées par RT-PCR semi-quantitative chez des animaux 

soumis à un stress aigu ou à une privation de nourriture. 
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1 MATÉRIELS D’ÉTUDES ET CONDITIONS EXPÉRIMENTALES 

1.1 ANIMAUX 

L’ensemble des expérimentations a été réalisé sur des rats de la souche « Long-Evans » 

(laboratoires Charles River). Les animaux ont été élevés dans des conditions d’éclairement 

standard (cycle 12 h jour / 12 h nuit) avec boisson et nourriture à volonté. 

 

1.1.1 DIFFÉRENTS TYPES DE MATÉRIEL ANIMAL 

Les études histologiques ont été effectuées sur des rats adultes mâles (n=15) pesant 250 à 300 g 

ou femelles (n=6) dont le stade du cycle estrien a été déterminé par frottis vaginal (voir ci-après). 

 

Les études de développement ont été réalisées à partir des fœtus issus de femelles gestantes 

(n=6), depuis le 18ème jour de vie embryonnaire (E18) jusqu’à la naissance, et sur des rats 

nouveau-nés (n=10) depuis leur premier jour de vie (P0) jusqu’à leur sevrage (P30). 

 

Les études fonctionnelles ont nécessité l’utilisation de rats mâles adultes pesant 250 à 300g 

(n=33) répartis en 4 lots expérimentaux : 

- « contrôle » (nourriture et boisson à volonté) (n=9) 

- « confinement » (cage de confinement pendant 3 h) (n=13) 

- « restriction alimentaire » (pas de nourriture pendant 48 h) (n=6) 

- « réalimentation » (réalimentation de 3h après restriction alimentaire de 48h) (n=5) 

 

1.1.2 DÉTERMINATION DU STADE DU CYCLE ESTRIEN 

Le cycle de la rate est un cycle court de 4 jours, caractérisé par une polyovulation et composé de 

4 stades. Chaque stade est caractérisé par des types cellulaires particuliers (Fig 9), observables 
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après coloration de Harris-Shorr (Shorr, 1941 ; Papanicolaou, 1942). La kératinisation cellulaire 

s’observe grâce à des techniques de colorations différentielles basées sur des variations d’affinité 

tinctoriale des cellules. 

                                       

            Cellule basale                 cellule intermédiaire             cellule kératinisée             polynucléaire neutrophile 

Fig 9 : Photographies des différents types de cellules présents dans des frottis vaginaux après 
coloration de Harris-Shorr au cours des stades du cycle estrien chez la rate. 

 

On peut donc facilement distinguer les 4 phases du cycle estrien (Fig 10), d’après la taille, la 

forme et la couleur des cellules : 

- proestrus (Fig 10, A) : c’est à ce stade que le pic d’estrogènes est observé. Le frottis est dominé 

par la présence de grosses cellules basophiles (cellules basales) et de cellules intermédiaires. En 

début de phase, quelques cellules polynucléaires neutrophiles peuvent être observées. En fin de 

phase, quelques cellules kératinisées apparaissent. 

- œstrus (Fig 10, B) : l’ovulation a lieu à ce stade. Le frottis est composé d’un nombre très 

important de cellules kératinisées acidophiles. 

- diestrus 1 ou metestrus (Fig 10, C) : c’est la formation du corps jaune. Les cellules basales et 

les cellules polynucléaires neutrophiles réapparaissent. Quelques cellules intermédiaires de petite 

taille sont observées. 

- diestrus 2 (Fig 10, D) : le frottis est pauvre en cellules. C’est le stade de ‘repos sexuel’. On 

retrouve de petites cellules intermédiaires, quelques cellules basales et quelques polynucléaires 

neutrophiles. 
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Fig 10 : Photographies de frottis vaginaux après coloration de Harris-Shorr au cours des 4 stades du 
cycle estrien chez la rate. 

 

1.1.3 DÉTERMINATION DES STADES FŒTAUX 

Les stades fœtaux ont été déterminés par frottis vaginal (Fig 11). Les femelles sont placées avec 

les mâles le soir, et le frottis est réalisé le lendemain matin : la présence de spermatozoïdes 

indique que la femelle est à son premier jour de gestation noté E0 ; les fœtus étant dans leur 

premier jour de développement embryonnaire. Les femelles sont placées de nouveau avec les 

mâles le soir-même si le frottis du matin s’est révélé négatif. 

   
Fig 11 : Photographies de frottis vaginaux positif (A) et négatif (B). À noter la présence de 

spermatozoïdes en A. 

 

A B 

C D 

A B 
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1.2 TISSUS HUMAINS 

Les tissus humains utilisés proviennent de collections obtenues lors de précédents travaux 

(Brischoux et al., 2002). Ils ont été obtenus, lors d’autopsies réalisées par l’intermédiaire du Dr 

Viennet, praticien hospitalier au laboratoire « Anatomie Pathologie » du Centre Hospitalier 

Universitaire de Besançon. Les prélèvements ont été réalisés, entre 1997 et 1999, sous la 

responsabilité du service hospitalier concerné et dans le respect des procédures réglementaires en 

vigueur en France. 

Les tissus sont deux hypothalamus prélevés 10 h 30 et 11 h après les décès d’une femme âgée de 

30 ans et décédée d’une hémorragie hépatique suite à un accident de voiture, après deux jours 

d’hospitalisation, et d’un homme âgé de 77 ans et décédé d’un cancer généralisé. 

 

2 MÉTHODES DE FIXATION DES CERVEAUX 

2.1 FŒTUS 

Une anesthésie profonde des femelles gestantes est réalisée par une injection intrapéritonéale 

d’une solution d’hydrate de chloral* 7% (dose létale de 1mL pour 200g de poids corporel). La 

cavité abdominale est incisée de façon à en extraire les cornes utérines. Ces dernières sont 

déposées dans des boîtes de Pétri contenant une solution physiologique, afin d’extraire et de 

dégager les embryons de leurs enveloppes. Les embryons sont alors décapités et seules les têtes 

sont fixées par immersion dans une solution de paraformaldéhyde* (PFA) 1% dans du tampon 

phosphate* 0,1M pendant 24 h à 4°C. 
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2.2 NOUVEAU-NÉS ET JEUNES RATS 

Les nouveau-nés et les jeunes rats (jusqu’à P5) sont décapités sans anesthésie. Les cerveaux sont 

extraits délicatement des boîtes crâniennes et fixés par immersion dans une solution de PFA 

1%dans un tampon phosphate 0,1M pendant 24 h à 4°C. 

 

2.3 RATS ADULTES 

Les rats adultes (depuis le stade postnatal P30) sont anesthésiés par une injection intrapéritonéale 

d’une solution d’hydrate de chloral 7%. La cage thoracique est incisée et le cœur est dégagé. 

L’oreillette droite et le ventricule gauche sont fendus. Une canule est introduite à l’intérieur du 

ventricule jusqu’à remonter dans l’aorte ascendante. Une solution physiologique est injectée à 

l’aide d’une pompe péristaltique pour rincer le réseau vasculaire. Les tissus dont le cerveau sont 

alors fixés par la perfusion d’une solution de paraformaldéhyde PFA 1%. Une fois fixé, le 

cerveau est extrait délicatement de la boîte crânienne de l’animal et post-fixé toute la nuit dans le 

même fixateur. 

 

2.4 HYPOTHALAMUS HUMAINS 

Les hypothalamus fraîchement prélevés ont été immergés immédiatement dans le liquide de 

Bouin* pour être fixés pendant 4 jours. Chaque hypothalamus a été découpé en deux demi-

hypothalamus symétriques de part et d’autre du troisième ventricule. 

 

3 PRÉPARATION DU MATÉRIEL HISTOLOGIQUE 

3.1 COUPES AU CRYOSTAT (HYPOTHALAMI DE RAT) 

Après la postfixation, les cerveaux ont été immergés dans une solution cryoprotectrice de 

saccharose* 15% dans du tampon phosphate 0,1M pendant 24 h à 4°C. Ils ont ensuite été 
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congelés dans la glace carbonique et stockés à -40°C jusqu’à la coupe au cryostat. Enfin, ils ont 

été débités en coupes sériées de 10µm d’épaisseur, récupérées sur lames gélatinées qui sont 

conservées à -40°C jusqu’à leur utilisation. 

 

3.2 COUPES FLOTTANTES AU SLICER (HYPOTHALAMI DE RAT) 

Les cerveaux ont été traités comme décrit dans le paragraphe précédent. Les cerveaux sont 

découpés en trois blocs (antérieur, central et postérieur). Après congélation, chaque bloc a été 

débité au slicer en quatre séries de coupes frontales de 30µm d’épaisseur. Les coupes sont 

plongées dans des boîtes alvéolées contenant une solution de PBS simple/glycérol/éthylène 

glycol (2V/1V/1V) pour leur conservation au froid (-20°C). Les coupes sont rincées dans une 

solution de PBS simple avant leur utilisation. 

 

3.3 COUPES A LA PARAFFINE (HYPOTHALAMI HUMAINS) 

Après 4 jours de fixation dans le liquide de Bouin, les demi-hypothalami sont déshydratés par 

des passages successifs dans des bains d’éthanol de titre croissant (1 bain à 70°, 2 bains à 95° et 

3 bains à 100°) et de deux bains de butanol. L’inclusion des blocs a été réalisée dans la paraffine 

(Paraplast®) selon les techniques histologiques classiques (Martoja et Martoja-Pierson, 1967). 

Les blocs ont ensuite été débités en coupes frontales de 5-7µm d’épaisseur, étalées sur lames 

recouvertes d’eau gélatinée sur platine chauffante (T°<50°C). Les lames ont ensuite été séchées 

en étuve (40°C) pendant au moins une nuit et conservées à température ambiante au sec jusqu’à 

leur utilisation. 
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4 COLORATION AU BLEU DE TOLUIDINE 1%  

La coloration des coupes adjacentes aux coupes traitées en immunohistochimie et/ou hybridation 

in situ permet l’analyse de la cytoarchitecture du tissu afin de faciliter la localisation des 

différentes populations de neurones immunoréactifs d’intérêt. 

 

Le bleu de toluidine est un colorant de la chromatine, des nucléoles et des corps de Nissl. Les 

coupes sont plongées dans deux bains successifs d’eau distillée pour dissoudre les sels. Des bains 

d’alcool de titre croissant (95°, 100° et 100°) sont réalisés pour la déshydratation des coupes, 

avant d’être délipidisées dans trois bains successifs de xylène. Les coupes sont réhydratées dans 

des bains d’alcool décroissant puis d’eau distillée avant d’être plongées dans le colorant bleu de 

toluidine à 1% pendant 20 s. L’excès de colorant est éliminé dans des bains d’eau distillée. La 

coloration est différenciée dans des bains successifs d’alcool 70° et 95° contenant 

éventuellement quelques gouttes d’acide acétique ; la qualité de la différenciation est déterminée 

de façon subjective. Après avoir été déshydratées dans des bains d’alcool 100° et de xylène, les 

coupes sont montées de façon permanente dans la résine naturelle baume du Canada. 

 

5 INJECTION DE 5-BROMO-2’-DESOXYURIDINE 

Le 5-Bromo-2’-désoxyUridine (BrdU) est un analogue de l’uridine qui s’intègre, par substitution 

à la thymidine endogène, à l’ADN des cellules en division lors de la phase S du cycle cellulaire, 

et ce pendant le laps de temps de 30 min à 2 h suivant son injection par voie intrapéritonéale. Il 

est dès lors possible de déterminer la date de naissance ou de dernière mitose des neurones 

concernés en suivant par détection immunohistochimique, la concentration en BrdU dans les 

noyaux des neurones l’ayant incorporé. 
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Des femelles gestantes (entre E11 et E16) ont subi une injection intrapéritonéale d’une solution 

de BrdU préparée selon la méthode décrite par Markakis et Swanson (1997) [150mg de BrdU 

(Sigma) par kg de poids corporel, dissout dans une solution de NaOH 0,07M chauffée à 65°C]. 

 

6 TRAÇAGE DES VOIES NERVEUSES 

Fluorogold (FG). Ce marqueur fluorescent de type rétrograde est incorporé par les 

terminaisons axonales des neurones et va s’accumuler dans les corps cellulaires. Dans notre 

étude, ce traceur a été injecté par voie vasculaire afin d’identifier les neurones projetant dans 

l’éminence médiane. 

Les animaux ont été anesthésiés par injection intramusculaire d’un mélange de kétamine* 

(Imalgene® 1000, Merial) et de xylasine* (Rompun® 2%, Bayer). Ensuite, ils ont reçu une 

injection de 700µL de solution de FG (4mg/700µL) dans les veines jugulaire ou fémorale. Après 

10 jours de survie, les animaux traités ont été anesthésiés par une injection intrapéritonéale d’une 

solution d’hydrate de chloral 7%. Les cerveaux prélevés ont été fixés dans une solution de PFA 

1%, comme décrit précédemment (paragraphe 2.3). 

 

Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (PHA-L, Vector). Ce marqueur est un traceur intra-

axonal antérograde qui est capté au niveau des corps cellulaires des neurones et des dendrites 

puis transporté jusque dans les terminaisons nerveuses. 

 

Les animaux traités ont été anesthésiés par une injection intramusculaire d’un mélange de 

kétamine* (Imalgene® 1000, Merial) et de xylasine* (Rompun® 2%, Bayer), et placés dans un 

appareil de stéréotaxie. Les coordonnées stéréotaxiques des sites d’injection ont été déterminées 

d’après l’atlas de PAXINOS et WATSON (2ème édition, 1986). La peau du crâne des animaux est 

incisée ainsi que le périoste pour laisser apparaître la boîte crânienne. Le point de référence 
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Bregma est alors visible. Une première ouverture de la boîte crânienne est réalisée 6 mm en 

avant du bregma pour mettre en évidence le point correspondant au 0 antéropostérieur 

matérialisé par la dépression entre le cortex préfrontal et les bulbes olfactifs. Cette première 

fenêtre est indispensable pour une prise de coordonnée stéréotaxique très précise. Une seconde 

fenêtre est ouverte autour du point correspondant à l’emplacement de la coordonnée 

stéréotaxique recherchée. La dure-mère y est incisée pour permettre l’insertion d’une 

micropipette contenant le traceur suivant les coordonnées d’injection calculées 

(antéropostériorité, latéralité et profondeur). L’injection est réalisée de façon iontophorétique 

selon le mécanisme 7s ON / 7s OFF à 5µA pendant 20 min. 

 

Après l’injection, l’animal est replacé dans sa cage jusqu’à sa récupération pendant 15 jours, 

temps nécessaire pour le transport du PHA-L. Ensuite, l’animal est anesthésié par une solution 

d’hydrate de chloral 7%. Le cerveau est alors fixé par une solution de PFA 1% selon la méthode 

décrite précédemment (paragraphe 2.3). 

 

La qualité des marquages antérograde et rétrograde a été réalisée par observation de coupes 

sériées de cerveau (cryostat) au microscope à fluorescence (Olympus BX51). La localisation 

précise des neurones ayant internalisé le traceur a été déterminée par l’observation des coupes 

voisines colorées au bleu de toluidine. 

 

7 TECHNIQUES D’IMMUNOHISTOCHIMIE 

7.1 ANTICORPS UTILISÉS 

Les anticorps primaires utilisés dans cette étude sont répertoriés dans le tableau 2. 
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Tableau 2 : Caractéristiques des anticorps primaires utilisés. 
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7.2 MÉTHODES D’IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE  

Les coupes réalisées au cryostat et conservées à -40°C sont réhydratées dans du tampon 

phosphate contenant 0,3% de Triton X100 (PBS-Triton*) pendant 10 min à température 

ambiante. Les coupes à la paraffine doivent être déparaffinées et réhydratées avant toute 

utilisation. Pour cela, elles sont plongées dans trois bains successifs de xylène (qui solubilise la 

paraffine) et 4 bains d’éthanol de titre décroissant (2 bains à 100%, 1 bain à 95% et 1 bain à 

70%) de 10 à 15 min chacun. Elles sont ensuite lavées pendant 1 h à l’eau courante et finalement 

perméabilisées dans une solution de PBS-Triton pendant 15 min. 

Les coupes sont ensuite incubées une nuit à température ambiante, en chambre humide et à 

l’obscurité, avec l’anticorps primaire à la dilution et dans le diluant appropriés. Les anticorps 

polyclonaux sont préparés dans un diluant contenant des lactoprotéines afin de saturer les sites 

de liaison aspécifique, alors que les anticorps monoclonaux sont préparés dans du PBS-Triton. 

Les coupes sont ensuite rincées deux fois 10min dans du PBS-Triton avant d’être incubées 1 h à 

température ambiante, en chambre humide et à l’obscurité, en présence de l’anticorps secondaire 

conjugué au fluorochrome approprié à la dilution de 1/400. Finalement, les coupes sont rincées 

puis montées dans une solution de PBS-Triton/glycérine (V/V) pour permettre leur observation 

en microscopie à fluorescence. 

Pour les coupes flottantes, le protocole précédent est légèrement modifié. Le temps d’incubation 

avec l’anticorps primaire est de 48 h sous agitation. L’anticorps secondaire est incubé toute la 

journée sous agitation. Anticorps primaires et secondaires sont beaucoup plus dilués que pour les 

coupes sur lames (cas de l’anticorps anti-KP10 dilué au 1/4000 pour coupes sur lame et 1/8000 

pour coupes flottantes). Les coupes sont ensuite rincées toute la nuit dans une solution de PBS 

simple avant d’être montées sur lame et séchées. 
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7.3 METHODE AUX COMPLEXES PEROXYDASE-ANTIPEROXYDASE 

Cette technique est découpée en trois phases. La première étape (incubation avec l’anticorps 

primaire) ne diffère pas de la méthode de l’immunofluorescence indirecte. Après avoir été 

incubées toute la nuit (coupes au cryostat) ou 48 h (coupes au slicer) avec l’anticorps primaire, 

les coupes sont rincées dans deux bains de PBS-Triton pendant 10 min chaque bain. L’anticorps 

secondaire de chèvre anti-lapin non conjugué (dilué au 1/200) est ensuite déposé et incubé sur les 

coupes pendant 1 h (coupes au cryostat) à température ambiante ou toute la journée sous 

agitation (coupes au slicer). Les coupes sont ensuite rincées dans trois bains successifs de PBS 

simple avant d’être incubées avec les complexes peroxydase-antiperoxydase (dilués au 1/200) 

pendant 1 h (coupes au cryostat) ou toute la nuit sous agitation (coupes au slicer). Des rinçages 

dans des bains de PBS simple sont nécessaires afin d’éliminer l’excès de complexes PAP non 

fixés. La dernière étape de cette méthode concerne la révélation par la précipitation d’un dérivé 

oxydé de la diaminobenzidine (DAB). Les lames sont plongées dans une solution de PBS 

contenant 0,05% de DAB, à laquelle est ajouté au dernier moment 0,01% d’eau oxygénée, 

substrat de la peroxydase. Le contraste des préparations est accru par passage très bref dans une 

solution d’acide osmique (OsO4) à 0,01%. Lorsque le marquage est jugé satisfaisant après 

observation au microscope, les coupes sont rincées à l’eau courante pendant 30 min, 

déshydratées dans des bains d’éthanol de titre croissant (70%, 95%, 2x100%) pendant 3 min 

chacun, avant d’être montées au baume du Canada. 

 

7.4 DÉTECTION DU BRDU 

Le protocole classique d’immunohistochimie décrit précédemment a été modifié pour la 

détection du BrdU. En effet, le BrdU incorporé à l’ADN est localisé dans le compartiment 

nucléaire. Un démasquage des sites antigéniques nucléaires moins accessibles aux anticorps est 

donc nécessaire. 
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Ce démasquage est réalisé par hydrolyse acide dans une solution d’HCl* 1N à 65°C pendant 5 

min. Les coupes sont ensuite rincées dans du tampon PBS simple* deux fois 10 min à 

température ambiante. Une perméabilisation des coupes est réalisée dans un bain contenant du 

PBS-Triton pendant 30 min. Enfin, les coupes sont mises à incuber dans l’anticorps primaire 

anti-BrdU toute la nuit. Le marquage est révélé par immunofluorescence indirecte avec 

l’anticorps secondaire d’âne anti-souris conjugué à la cyanine 3 (DAM-CY3, dilué au 1/400). 

 

7.5 MÉTHODES DE DOUBLE MARQUAGE 

Cette technique est basée sur la combinaison de deux techniques d’immunodétection permettant 

la mise en évidence de colocalisations de marquage (peptides, récepteurs,…) au sein d’une 

même cellule ou la juxtaposition des marquages dans un territoire commun mais dans des 

cellules différentes (mise en évidence de plusieurs populations de neurones, relation entre des 

fibres nerveuses et des corps cellulaires de deux populations neuronales différentes,…). Les 

protocoles sont les mêmes mais les anticorps primaires -pour la recherche des différents 

antigènes- doivent être issus d’espèces différentes, et les fluorochromes conjugués aux anticorps 

secondaires sont différents. 

 

7.6 OBSERVATIONS, ACQUISITIONS ET TRAITEMENT DES IMAGES  

L’observation des coupes par fluorescence a été réalisée grâce au microscope Olympus BX51 

associé à la caméra Olympus DP50 et à la source de fluorescence Olympus U-RFL-T. 

L’acquisition des images a été effectuée avec le logiciel AnalySIS® 5.1 (Soft Imaging System). 

Les images ont ensuite été importées dans les logiciels Adobe Illustrator® et Adobe Photoshop® 

pour le traitement (amélioration du contraste). 
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8 TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLÉCULAIRE 

8.1 CONSTRUCTION ET SYNTHÈSE DES RIBOSONDES rRFRP, rMET ET 

sMET 

8.1.1 PRÉLÈVEMENT DES CERVEAUX ET EXTRACTION DES ARN 

TOTAUX HYPOTHALAMIQUES 

Les animaux ont été sacrifiés par décapitation. Les cerveaux ont été immédiatement prélevés par 

exérèse, et l’hypothalamus isolé par 2 sections frontales, rostrale au niveau du chiasma optique et 

caudale au niveau des corps mamillaires, par une section horizontale au niveau de la commissure 

blanche antérieure, et par 2 sections sagittales au niveau des sillons hypothalamiques latéraux 

(fig 12). 

hypothalamus

 

Fig 12 : Représentation schématique de la dissection de l’hypothalamus sur une coupe sagittale 
médiane de cerveau de rat. 

 

Les hypothalami obtenus sont placés dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL contenant 1 mL d’une 

solution dénaturante de Trizol afin de chélater le maximum de protéines dans le broyat. Les 

tubes sont incubés à température ambiante pendant 5 min puis centrifugés à 12000g pendant 10 

min à 4°C. Le surnageant est récupéré et les ARN totaux sont extraits par 0,2 volume de 
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chloroforme. Après incubation à température ambiante, les tubes sont centrifugés à 12000 g 

pendant 15 min à 4°C. A la phase aqueuse récupérée, est ajouté le même volume d’isopropanol : 

les ARN sont précipités à température ambiante pendant 10 min. Les ARN totaux précipités sont 

culotés par centrifugation à 12000g pendant 10 min à 4°C. Le culot d’ARN obtenu est séché à 

température ambiante, lavé dans une solution d’éthanol 70° et centrifugé à 7500g pendant 5 min 

à 4°C. Le culot d’ARN est séché à température ambiante et repris dans 50µL d’eau ultrapure 

stérile toute la nuit à 4°C. 

 

8.1.2 DOSAGE DES ARN TOTAUX D’HYPOTHALAMUS DE RAT 

Les ARN totaux en solution sont dosés après dilution au 1/100 et 1/200 dans de l’eau ultrapure 

stérile. Le rapport d’absorbance A260/A280 est un indicateur de la pureté des ARN extraits : s’il 

est inférieur à 1.8, alors des protéines ont été prélevées après l’incubation dans le chloroforme. 

Les ARN totaux sont stockés sous forme d’aliquot à la concentration de 1µg.µL-1. 

 

8.1.3 TRANSCRIPTION INVERSE DES ARN TOTAUX (RT-PCR OU 

‘REVERSE-TRANSCRIPTASE POLYMERASE CHAIN 

REACTION’) 

Avant de réaliser la transcription inverse des ARN, un aliquot de 1µg (soit 1µL) est dénaturé 

dans 12µL d’eau ultrapure stérile à 72°C pendant 10 min. Le milieu réactionnel pour une 

transcription inverse possède la composition suivante :  

 

 

 

 

 

4µL de tampon de réaction 5X (M-MLV Buffer, Promega) 

1µL d’hexamères aléatoires pd(N)6 100µM (Pharmacia) 

1µL d’un mélange des 4 dNTP 25mM (Roche) 

0.8µL d’inhibiteur de ribonucléase 40U.µL-1(RNAsin®, Promega) 

0.2µL d’enzyme Moloney Murine Leukemia Virus RNase H 200U.µL-1(M-MLV, Promega) 

13µL de solution d’ARN dénaturés 
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La transcription inverse est réalisée pendant 1h à 42°C, après que les hexamères aléatoires se 

soient hybridés aux ARN pendant 10 min à 23°C. La transcription inverse est stoppée par 

incubation pendant 5 min à 95°C provoquant l’inactivation de l’enzyme M-MLV et la 

déshybridation des hétéroduplex ADNc/ARN. 

 

8.1.4 AMPLIFICATION ENZYMATIQUE DE L’ADNC D’INTÉRÊT (PCR OU 

‘POLYMERASE CHAIN REACTION’) 

Avant de réaliser l’amplification d’un fragment d’ADNc, la sélection d’amorces spécifiques de 

ce fragment doit être rigoureusement effectuée. Dans notre étude, nous avons pu amplifier 

différents fragments correspondant à l’ARNm de différents précurseurs de pré-protéines de rat. 

Les protéines étudiées et les amorces pour l’amplification de l’ARNm du précurseur sont 

répertoriées dans le tableau suivant : 

Prépro Amorce sens Amorce anti-sens 

rRFRP 5’-GTGCCCCACTCAGCAGCCAACCTT-3’ 5’- GCCCCTTGAAGGACTGGCTGGAGG-3’ 

rMet 5’-GAGAGCAAGCCTGGGGCTGCAGGA-3’ 5’-CGAAGGAGTTCCAGTTGTAGG-3’ 

sMet 5’-GCGGTATGCAGAGAGCAAGC-3’ 5’-CGAAGGAGTTCCAGTTGTAGG-3’ 

 

A l’aide de ces amorces sélectives, nous avons pu amplifier un fragment d’ADNc de 353pb 

correspondant aux nucléotides 247-599 de l’ARNm du précurseur de la préproRFRP de rat 

(rRFRP), un fragment d’ADNc de 184pb correspondant aux nucléotides 163-346 de l’ARNm du 

précurseur de la préproMétastine de rat (rMet) et un fragment d’ADNc de 194pb correspondant 

aux nucléotides 176-369 de l’ARNm du précurseur de la préproMétastine de souris (sMet, 

offerte par le Pr Pralong). 
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Le milieu réactionnel (kit Roche) pour une réaction de polymérisation en chaîne est composé de 

la façon suivante : 

 

 

 

 

 

 

Les amplifications enzymatiques sont réalisées dans le thermocycleur PTC-200 (MJ-Research) 

en suivant la programmation en 3 étapes : 

- une phase à 94°C pendant 3 min pour l’activation de l’enzyme Taq polymérase 

- 35 cycles, chacun composé d’une phase de dénaturation à 94°C pendant 45 s, d’une 

phase d’hybridation à 65°C pendant 30 s, et d’une phase d’élongation à 72°C pendant 1 min 30 s 

- une phase d’achèvement des processus d’élongation en cours à 72°C pendant 10 min 

 

8.1.5 MIGRATION DES PRODUITS DE PCR ET ACQUISITION 

Les produits de PCR sont séparés par migration électrophorétique sur gel d’agarose 1.5% dans 

du tampon TAE* 1X pendant 20 min à 100V. On peut ainsi vérifier la qualité de l’amplification 

des fragments attendus, les ADNc étant colorés au bromure d’éthidium et révélés par rayons 

ultraviolets. L’acquisition des signaux se fait sur le Gel Doc 2000 (Bio-Rad) avec le logiciel 

Quantity One® 4.3.2 (Bio-Rad). 

 

8.1.6 SÉQUENÇAGE 

Afin de vérifier l’exactitude de la séquence nucléotidique des fragments d’ADNc à cloner, les 

bandes sont découpées du gel d’agarose, et l’extraction est réalisée avec le kit QIAquick® Gel 

2µL de tampon de réaction 10X 

3µL de MgCl2 25mM 

1µL d’un mélange des 4 dNTP 10mM chacun 

0.2µL d’enzyme Taq Polymérase 5U.µL-1 

1µL du couple d’amorces 10µM chacun 

10.8µL d’eau ultrapure stérile 

2 µL de produit de RT-PCR 
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Extraction (Qiagen). Le séquençage est réalisé sur un analyseur automatique (3130 Genetic 

Analyzer, Applied Biosystems) selon la méthode de Sanger utilisant des di-

désoxyribonucléosides triphosphates fluorescents (BigDye® terminator v3.1). Les profils sont 

ensuite analysés grâce au logiciel Sequencing Analysis® ; les séquences sont finalement alignées 

aux données répertoriées sur le site GenBankTM. 

 

8.1.7 CLONAGE DES PRODUITS DE PCR 

La trousse pGEM®-T easy Vector System (Promega) a été utilisée pour nos expériences de 

clonage. Le vecteur pGEM®-T easy est un vecteur extension-T qui permet l’insertion de produits 

de PCR à bouts cohésifs amplifiés avec une enzyme Taq polymérase ajoutant une base adénosine 

à l’extrémité 3’. Ce vecteur est composé d’un site de clonage multiple situé à l’intérieur du gène 

LacZ et encadré par les promoteurs de transcription SP6 et T7, et d’un gène de résistance à 

l’ampicilline. 

 

8.1.8 PURIFICATION DES AMPLICONS 

L’amplicon d’intérêt (double brin) est purifié grâce au kit commercial QIAquick® Gel Extraction 

(Qiagen) après avoir été extrait du gel d’électrophorèse, selon les recommandations du 

fournisseur. Le dosage est réalisé par spectrophotométrie à 260nm, où une unité correspond à 

50µg d’ADN double brin. 
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8.1.8.1 INSERTION DANS LE VECTEUR PLASMIDIQUE 

 

Fig 13 : Représentation schématique du vecteur plasmidique pGEM®-T Easy et du site d’insertion du 
fragment à cloner. 

 

L’insertion dans le vecteur plasmidique pGEM®-T easy est réalisée selon les recommandations 

du fournisseur, en respectant le rapport insert:vecteur de 6:1 pour la quantité d’ADNc purifié à 

insérer c’est-à-dire une quantité d’insert de 35ng pour RFRP et 19ng pour Métastine. Le milieu 

réactionnel pour réaliser l’insertion est composé de la façon suivante : 

 

 

 

 

La ligature est réalisée à 23°C pendant 1 h. 

 

8.1.8.2 TRANSFORMATION DES BACTÉRIES COMPÉTENTES 

La ligature effectuée, 100µL de bactéries compétentes (DH5α-E.coli, Invitrogen) sont incubées 

avec 4µL de solution plasmide-insert (environ 20ng de plasmide recombinant) sur glace pendant 

30 min. Un choc thermique de 55 s à 42°C est réalisé pour permettre l’entrée du plasmide 

contenant l’insert dans les bactéries, suivi d’un passage sur glace pendant 2 min, avant la mise en 

5µL de tampon d’enzyme 

1µL de vecteur de clonage (50ng.µL-1) 

1µL d’enzyme T4 ADN ligase (3U.µL-1) 

XµL d’ADN 

Eau ultrapure stérile qsp 10µL 
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culture des bactéries à 37°C pendant 1 h 30 min sous agitation dans 900µL de milieu Mueller-

Hinton liquide. Les bactéries sont ensuite étalées dans des boîtes de Pétri sur milieu gélosé 

Mueller-Hinton complémenté d’ampicilline (100µg.mL-1, Euromedex), d’isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG, 40µg.mL-1, Euromedex) et de 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-

galactopyranoside 2% (X-gal, 40µg.mL-1, Euromedex). 

 

8.1.8.3 SÉLECTION DES BACTÉRIES RECOMBINANTES 

Après une nuit d’incubation à 37°C, les colonies de bactéries recombinantes sont repérées sur la 

boîte de Pétri. La sélection des bactéries transformées par le plasmide se fait par la présence du 

gène de résistance à l’ampicilline. Le produit à cloner est inséré dans le gène LacZ, supprimant 

ainsi l’expression de ce dernier codant la β-galactosidase, l’enzyme de dégradation du substrat 

chromogénique X-gal. Les bactéries ayant incorporé le plasmide seul vont pouvoir dégrader le 

X-gal en un produit coloré bleu, alors que les bactéries contenant le plasmide et l’insert ne 

dégradent pas le X-gal : la sélection des colonies de bactéries recombinantes se fait donc par 

l’absence de réaction colorée (colonies blanches). Des colonies recombinantes sont prélevées et 

remises en culture séparément dans du milieu Mueller-Hington liquide complémenté 

d’ampicilline (100µg.mL-1) pendant une nuit à 37°C. 

 

8.1.8.4 EXTRACTION DE L’ADN PLASMIDIQUE PAR « MINIPREP » 

Le kit commercial Wizard®Plus Miniprep (Promega) est utilisé pour extraire l’ADN plasmidique 

des bactéries des différents clones, d’après les recommandations du fournisseur. L’ADN 

plasmidique extrait est ensuite dosé par spectrophotométrie à 260 nm / 280 nm. 
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8.1.8.5 VÉRIFICATION DE LA CONSTRUCTION : PRÉSENCE, TAILLE ET 

ORIENTATION 

Chaque clone sélectionné est vérifié par séquençage automatique (paragraphe 8.1.6, 

‘Séquençage’) en utilisant les amorces spécifiques du vecteur (T7 ou SP6). 

 

8.2 HYBRIDATION IN SITU (HIS) 

Dans notre étude, seules des hybridations in situ froides ont été réalisées en utilisant des 

ribosondes synthétisées à partir du nucléotide UTP couplé à la digoxygénine (DIG-11-UTP). 

 

8.2.1 OBTENTION DES RIBOSONDES RRFRP, RMET ET SMET 

Les ribosondes sont synthétisées par transcription in vitro à partir du promoteur SP6, d’un 

fragment de l’ADNc d’intérêt (rRFRP, rMet et sMet) cloné dans le vecteur plasmidique pGEM®-

T easy, grâce au kit DIG RNA labeling Mix (Roche). L’hybridation entre la sonde et l’ARNm du 

tissu se fait exclusivement avec la ribosonde en orientation ‘anti-sens’. 

 

Les plasmides obtenus précédemment doivent être tout d’abord linéarisés par l’enzyme de 

restriction NcoI (Roche) dont un seul site de restriction est coupé sur le plasmide en-dehors de 

l’insert. La linéarisation est réalisée dans le milieu réactionnel suivant : 

 

 

 

 

La linéarisation est réalisée à 37°C pendant 2 h. Le contrôle de la linéarisation est réalisé par 

migration électrophorétique de 500ng de plasmide linéarisé, sur gel d’agarose 1% TAE 1X. 

10µg de plasmide 

20µL de tampon 10X d’enzyme 

1µL d’enzyme de restriction NcoI (10U.µL-1) 

Eau ultrapure stérile qsp 200µL 
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Le vecteur plasmidique est ensuite purifié par addition d’un volume de 

phénol:chloroforme:alcool isoamylique (50:49:1). Le mélange est centrifugé 5 min à 10000 g à 

4°C, et la phase aqueuse est récupérée dans un volume de chloroforme. Une nouvelle 

centrifugation dans les mêmes conditions est réalisée. La phase aqueuse est récupérée, et l’ADN 

plasmidique est précipité 30 min à -40°C en présence de deux volumes d’éthanol 99°. Le culot 

obtenu après centrifugation à 12000 g pendant 25 min à 4°C est lavé à l’alcool 70° par 

centrifugation à 12000 g pendant 3 min à 4°C. Le surnageant est éliminé, et le culot est placé 

dans un évaporateur sous vide pour être séché avant d’être repris dans de l’eau ultrapure stérile et 

enfin dosé par spectrophotométrie à 260 nm. 

 

La transcription in vitro pour l’obtention des ribosondes « anti-sens » est réalisée dans le milieu 

réactionnel suivant : 

 

 

 

 

 

 

Le mélange est incubé 2 h à 37°C, et l’ADN plasmidique est ensuite digéré 20 min à 37°C en 

présence de 2µL de DNase I (10U.µL-1). La réaction est stoppée par l’addition de 2µL d’EDTA 

0,2M pH 8. La ribosonde est précipitée 2 h à -20°C dans 0,1 volume de chlorure de lithium 4M* 

et 2,5 volumes d’éthanol 100°. Après avoir été centrifugé à 12000g pendant 20 min à 4°C, le 

culot est lavé à l’éthanol 70° et centrifugé à nouveau dans les mêmes conditions. Après avoir 

éliminé le surnageant, le culot est séché et repris dans 50µL d’eau ultrapure stérile. La sonde est 

dosée par spectrophotométrie à 260nm. 

1µg d’ADN plasmidique linéarisé 

2µL de tampon de transcription 10X 

2µL de NTP (ATP 10mM, UTP 6,5mM, CTP 10mM, GTP 10mM et UTP-DIG 3,5mM) 

2µL d’ARN polymérase SP6 (20U.µL-1) 

1µL d’inhibiteur de RNase (20U.µL-1) 

Eau ultrapure stérile qsp 20µL 
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Les dernières réactions de synthèse de la ribosonde rRFRP ont été réalisées par une autre 

méthode plus rapide, en utilisant le kit commercial RNeasy®MinElute™Cleanup (Qiagen) selon 

les recommandations du fournisseur. La réaction de transcription est identique au précédent 

protocole. Seule l’étape de purification diffère : elle est réalisée sur colonne, et non dans le 

chlorure de lithium. 

La qualité de la transcription in vitro et l’intégrité de chaque ribosonde sont vérifiées par 

migration électrophorétique sur gel d’agarose 1,5% TAE 1X de 1µL de sonde préalablement 

dénaturée à 80°C pendant 10 min. Les ribosondes obtenues sont stockées à 4°C et utilisées 

rapidement (dans les 3 mois). 

 

8.2.2 PRÉ-HYBRIDATION 

Les coupes de cerveaux de rats réalisées au cryostat sont postfixées 10min à température 

ambiante dans une solution de PFA 4%. Les coupes de cerveaux adultes et postnataux vont être 

déprotéinisées par incubation pendant 15 min à 37°C dans une solution de protéinase K 

(20µg.mL-1) préparée dans son tampon*, puis sont à nouveau postfixées dans la solution de PFA 

4%. Les coupes de cerveaux d’embryons ne subissent pas de bain dans la solution de protéinase 

K ni de seconde postfixation. Les coupes sont ensuite traitées à température ambiante dans une 

solution de triéthanolamine (TEA) 0,1M pH 8 et HCl 10N pendant 8 min, puis le bruit de fond 

est annulé par acétylation pendant 5 min dans une solution de TEA 0,1M pH 8 et acide acétique 

anhydride. Les lames sont ensuite plongées dans le tampon SSC 5X pendant 15 min à 

température ambiante afin de bloquer les sites d’hybridation aspécifique. Enfin, les coupes sont 

recouvertes de tampon d’hybridation pendant 1 h à 56°C dans une atmosphère humide sous 

parafilm. 
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8.2.3 HYBRIDATION 

La ribosonde est dénaturée à 80°C pendant 5 min avant d’être diluée dans le tampon 

d’hybridation à la concentration de 2ng.µL-1. Le parafilm est retiré délicatement et la ribosonde 

est déposée sur les coupes. L’hybridation est réalisée à 56°C pendant une nuit sous lamelle 

scellée à la colle ‘rubbercement’ (Royal Talens) dans une chambre humide pour éviter toute 

évaporation. 

 

8.2.4 POST-HYBRIDATION ET RÉVÉLATION ENZYMATIQUE 

La colle ‘rubbercement’ est retirée et les lamelles sont décollées délicatement. Les lames sont 

placées dans des bains de tampon SSC à stringence croissante : SSC 2X pendant 5 min à 

température ambiante et SSC 0,2X pendant 90 min à 56°C. Les coupes sont ensuite rincées à 

température ambiante dans le tampon 1 pendant 5 min, et incubées 2 h avec l’anticorps anti-DIG 

conjugué à la phosphatase alcaline (Roche). L’anticorps est dilué à raison de 0,76µL par mL de 

tampon 1 complémenté de réactif de blocage des sites aspécifiques (5mg.mL-1, Blocking 

Reagent, Roche). Pour éliminer l’excès d’anticorps anti-DIG non fixé, les coupes sont rincées 

dans deux bains de tampon 1 pendant 10 min, puis dans un bain de tampon 3 pendant 5 min. 

Les coupes sont enfin mises à incuber dans une solution de tampon 3 contenant les substrats de 

la phosphatase alcaline, le 4-nitroblue tetrazolium chloride (4,5µL.mL-1) et le 5-bromo-4-chloro-

3-indolyl phosphate (3,5µL.mL-1). L’incubation est réalisée à température ambiante à l’obscurité 

pendant quelques heures suivant l’évolution du marquage. La réaction enzymatique produit une 

coloration violacée, et est stoppée dans un bain de tampon d’arrêt de réaction TE 1X pendant 10 

min. Les coupes sont rincées dans du tampon PBS 1X, puis montées dans une solution de 

PBS/glycérine (V/V). 
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8.3 COUPLAGE HYBRIDATION IN SITU / IMMUNOHISTOCHIMIE 

Cette technique a été utilisée pour les études de distribution de l’ARNm RFRP en corrélation 

avec la distribution de peptides et enzymes déjà étudiés au laboratoire (MCH, TH, Hcrt, GnRH 

et Métastine). 

Le couplage est réalisé en deux temps : le premier consiste à réaliser l’hybridation in situ dans 

son intégralité. Les coupes ne sont pas montées mais le marquage enzymatique est fixé 5 min à 

température ambiante dans une solution de PFA 4%. Les coupes sont rincées dans une solution 

de PBS 1X. La seconde étape consiste au dépôt des différents anticorps, comme décrit 

précédemment (techniques d’immunohistochimie) jusqu’au montage des coupes sous lamelle 

dans une solution de PBS/glycérine (V/V). 

 

8.4 TECHNIQUES DE PCR ‘SEMI-QUANTITATIVE’ RELATIVE 

8.4.1 CONDITIONS EXPÉRIMENTALES ET PRÉLÈVEMENT 

Des rats mâles adultes de 300g sont placés sous différentes conditions : conditions normales, 

stress par immobilisation pendant 3 h, restriction alimentaire totale pendant 48 h, restriction 

alimentaire totale pendant 48 h suivie d’une réalimentation de 3 h. 

Les rats sont sacrifiés par décapitation. Le cerveau est extrait de la boîte crânienne, et 

l’hypothalamus est disséqué du cerveau total. 

 

L’extraction, le dosage et la transcription inverse des ARN totaux des hypothalami sont réalisés 

selon les protocoles classiques (voir « construction et synthèse d’une ribosonde », paragraphes 

8.1.1 à 8.1.3). 
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8.4.2 AMPLIFICATION ENZYMATIQUE DE L’ADNC D’INTERET (PCR OU 

« POLYMERASE CHAIN REACTION ») 

La technique de RT-PCR ‘semi-quantitative’ relative (Kinoshita et al., 1992 ; Zamorano et al., 

1996) consiste à co-amplifier simultanément dans le mélange réactionnel l’ADNc du gène 

d’intérêt (RFRP) et l’ADNc d’un gène de référence ubiquitaire et constitutif servant à la 

normalisation. Dans notre étude, le gène de la cyclophiline, ‘cyclo’ a été choisi. Avant de réaliser 

l’amplification d’un fragment d’ADNc, la sélection d’amorces spécifiques de ce fragment doit 

être rigoureusement effectuée. Les ARNm étudiés et les amorces couplées à un fluorochrome 

(6FAM) pour l’amplification de l’ADNc du précurseur sont répertoriées dans le tableau suivant : 

Prépro Amorce sens Amorce anti-sens 

6FAM-RFRP 5’-GTGCCCCACTCAGCAGCCAACCTT-3’ 5’-GCCCCTTGAAGGACTGGCTGGAGG-3’ 

6FAM-Cyclo 5’-CGCCGCTTGCTGCAGACATGG-3’ 5’-GAGTTGTCCACAGTCGGAGATGG-3’ 

 

A l’aide de ces amorces spécifiques, nous avons pu amplifier un fragment d’ADNc de 354pb 

correspondant aux nucléotides 246-599 de l’ARNm du précurseur de la préproRFRP de rat, et un 

fragment d’ADNc de 507pb correspondant aux nucléotides 26-534 de l’ARNm de la 

cyclophiline. 

Le milieu réactionnel (kit Roche) pour une réaction de polymérisation en chaîne est composé de 

la façon suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

2µL de tampon de réaction 10X 

3µL de MgCl2 25mM 

1µL d’un mélange des 4 dNTP 10mM 

0.2µL d’enzyme Taq Polymérase 5U.µL-1 

1µL du couple d’amorces RFRP 10µM chacun 

1µL du couple d’amorces Cyclo 10µM chacun 

10.8µL d’eau ultrapure stérile 

1 µL de produit de RT-PCR 
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Les amplifications enzymatiques sont réalisées dans le thermocycleur PTC-200 (MJ-Research) 

en suivant la programmation en 3 étapes : 

- une phase à 94°C pendant 3 min pour l’activation de l’enzyme Taq polymérase, 

- 35 cycles, chacun composé d’une phase de dénaturation à 94°C pendant 45 s, d’une 

phase d’hybridation à 65°C pendant 30 s, et d’une phase d’élongation à 72°C pendant 1 min 30s, 

- une phase d’achèvement des processus d’élongation en cours à 72°C pendant 10 min. 

 

8.4.3 OBSERVATIONS ET ACQUISITIONS 

Les produits de PCR obtenus sont ensuite analysés grâce à l’analyseur de fragments (3130 

Genetic Analyzer, Applied Biosystems) à l’aide du logiciel GeneMapper®. 
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PRÉPARATION DU MATÉRIEL HISTOLOGIQUE 

 

ANESTHÉSIE 

 

Hydrate de chloral 7% 

Hydrate de chloral 7g 
Eau distillée qsp 100mL 
 
Injecter, en voie intrapéritonéale, une dose létale de 1mL pour 200g de masse corporelle. 
 

Mélange Xylasine / Kétamine 

Xylasine 2% (Bayer) 1 volume 
Kétamine 50mg.mL-1 (Merial) 2 volumes 
 
Injecter, en voie intramusculaire, un mélange de 150µL de xylasine et 300µL de kétamine pour 
300g de masse corporelle. 
 

PERFUSION / FIXATION / CONGÉLATION 

 

Tampon phosphate 0,2M pH 7,2 

Na2HPO4, 12 H2O 71,62g 
KH2PO4 27,2g 
Eau distillée qsp 1L 
 

Paraformaldéhyde 1% ou 4% 

Paraformaldéhyde 10g ou 40g 
Eau distillée 500mL 
 
Dissoudre la poudre dans l’eau distillée en chauffant à 60°C. Ajouter quelques gouttes de NaOH 
5N jusqu’à éclaircissement de la solution. Ajouter 500mL de tampon phosphate 0,2M pH 7,2. 
 

Tampon cryoprotecteur 15% 

Tampon phosphate 0,2M pH 7,2 500mL 
Saccharose 150g 
Azoture de sodium 0,1g 
Eau distillée 500mL 
 

Liquide de Bouin 

Solution aqueuse saturée d’acide picrique 75mL 
Formaldéhyde 37% 20mL 
Acide acétique 5mL 
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IMMUNOHISTOCHIMIE 

 

PBS simple, pH 7,2-7,4 

Na2HPO4, 2H2O 1,42g 
KH2PO4, H2O 0,27g 
NaCl 8,76g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Ajuster le pH à 7,2-7,4. 
 

PBS-Triton X-100 

PBS simple 997mL 
Triton X-100 3mL 
 

Diluant lait  

PBS-Triton X-100 qsp 1L 
Albumine sérique bovine 10g 
Lactoprotéines (Régilait) 100g 
Azoture de sodium 0,1g 
 

Stocker le diluant lait à +4°C pendant au maximum 15 jours 

 

 

 

 

 

 

BIOLOGIE MOLÉCULAIRE 

 

CULTURE DES BACTÉRIES 

 

Milieu Mueller-Hington liquide  

Infusion de viande de bœuf 300g 
Hydrolysat de caséine 17,5g 
Amidon 1,5g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Pour obtenir le milieu gélosé , ajouter 17g d’agar par litre de milieu Mueller-Hington. 
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ÉLECTROPHORÈSE SUR GEL D’AGAROSE 

 

Tampon TAE 5X 

Trizma base 24,2g 
Acide acétique glacial 5,71mL 
EDTA (éthylène diamine tétra-acétique) 1,86g 
Eau distillée qsp 1L 
 

Agarose 1%-1,5% TAE 1X 

Agarose 1-1,5g 
Tampon TAE 1X qsp 100mL 
 
Ajouter du bromure d’éthidium (BET) 1mg.mL-1 (60µL pour un gel de 100mL). Laisser 
polymériser sous hotte. 
 

HYBRIDATION IN SITU 

 

Tampon PBS 10X, pH 7,5 

NaCl 90g 
Na2HPO4, 12H2O 17,7g 
NaOH 4g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Ajuster le pH à 7,5. Autoclaver. 
 

Tampon de la protéinase K, pH 7,5 

Trizma hydrochloride 20mM 3,152g 
CaCl2 2mM 0,294g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Ajuster le pH à 7,5. Autoclaver. 
 

Tampon SSC 20X, pH 7 

NaCl 175,3g 
Citrate de sodium 88,2g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Ajuster le pH à 7. Autoclaver. 
 

Tampon d’hybridation  

Formamide désionisé 2,5mL 
SSC 10X 2,5mL 
ADN Sperme de saumon (10mg.mL-1) 100µL 
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Tampon 1, pH 7,5 

Trizma hydrochloride 100mM 12,114g 
NaCl 150mM 8,76g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Ajuster le pH à 7,5 
 

 

Tampon de blocage « Blocking Reagent » 

Tampon 1 filtré 4mL 
Réactif Boehringer 20mg 
 

Tampon 3, pH 9,5 

Trizma base 100mM 12,114g 
NaCl 100mM 5,84g 
MgCl2 50mM 10,16g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Ajuster le pH à 9,5. 
 

Tampon TE 10X, pH 8 

Trizma base 10mM 12,11g 
EDTA 1mM 3,72g 
Eau distillée qsp 1L 
 
Ajuster le pH à 8. 
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1 DISTRIBUTION DES PÉRIKARYONS À MÉTASTINE ET À RFRP 

1.1 DISTRIBUTION DES NEURONES À MÉTASTINE CHEZ LE RAT. 

De nombreux travaux concernant l’étude de la métastine dans le cerveau de rongeur ont été réalisés 

en utilisant différents anticorps. Pendant la durée de nos travaux, un seul de ces anticorps était 

commercialisé par le laboratoire Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, USA). Deux autres anticorps 

non commerciaux dirigés contre la métastine étaient également utilisés dans la littérature. L’un 

provient du laboratoire pharmaceutique japonais Takeda Pharmaceuticals (lot #254), l’autre a été 

produit par une équipe INRA (Dr Caraty , Université de Tours (lot #564)). 

 

1.1.1 DISTRIBUTION DU MARQUAGE FOURNI PAR L’ANTICORPS ANT I-

MÉTASTINE HUMAINE 

Un des objectifs initiaux de notre travail était de clarifier l’aire de distribution de la population de 

neurones à métastine. Des immunomarquages ont donc été effectués en utilisant l’anticorps 

commercial dirigé contre la métastine humaine, et plus particulièrement contre les 10 derniers acides 

aminés de la séquence peptidique de la métastine humaine. Cet anticorps était alors largement utilisé 

dans la littérature afin de mettre en évidence les neurones métastinergiques (Brailoiu et al., 2005 ; 

Pompolo et al., 2006 ; Sun et al., 2007 ; Maeda et al., 2007). Nous avons réalisé une cartographie 

précise de la distribution du marquage fourni par cet anticorps dans le cerveau du rat mâle adulte. 

Ceux-ci ont été réalisés sur des coupes flottantes, et ont été analysés et comparés aux structures 

cytoarchitectoniques identifiées sur les coupes voisines colorées par la méthode de Nissl (Fig 14). 

Des cellules immunoréactives ont été observées dans plusieurs régions intra- et extra-

hypothalamiques. En suivant l’axe rostrocaudal (Fig 14, 15), les premières cellules marquées étaient 

localisées dans la capsule du noyau ventromédian de l’hypothalamus (cVMH) et le noyau 

dorsomédian (DMH). Les corps cellulaires marqués les plus caudaux étaient retrouvés en-dehors des 
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Fig 14 : 

 

Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés sur des coupes frontales de cerveau de rat, de 

10µm d’épaisseur. 

 

(A,C) Identification des noyaux hypothalamiques dorsomédian (DMH) et ventromédian (VMH) sur 

des coupes frontales de cerveau de rat colorées par la coloration de Nissl. 

 

(B,D) Distribution immunohistochimique des neurones marqués par l’anticorps commercial anti-

hMet dirigé contre la métastine humaine, sur les coupes voisines de celles colorées. Les corps 

cellulaires sont observés dans les parties dorsale et ventrale du noyau dorsomédian (DMHd et 

DMHv) ainsi que dans la région entre les noyaux dorsomédian et ventromédian. 

 

Barre d’échelle : 150µm 
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Fig 14: Distribution des neurones marqués par l’anticorps anti-hMet sur des coupes frontales 
d’hypothalamus de rat. 
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structures hypothalamiques dans la partie antérieure et médiane du noyau du tractus solitaire (NTSm, 

correspondant au niveau 70 de l’atlas de Swanson, 1992). 

 

Les fibres révélées par l’anticorps anti-hMet sont distribuées dans de très nombreux territoires 

cérébraux, depuis les bulbes olfactifs jusqu’à la moelle épinière (Fig 15). Ces projections n’ont pas 

toutes le même aspect : certaines sont très fines, d’autres sont épaisses et variqueuses (Fig 16). D’un 

point de vue général, ces dernières ont une distribution diffuse dans le télencéphale basal, 

l’hypothalamus et le tronc cérébral. Chez les rats mâles, les fibres de fin calibre sont observées dans 

des territoires extra-hypothalamiques, en particulier dans le noyau parabrachial (PB) (Fig 16, A-B) et 

les couches superficielles des cornes dorsales de la moelle épinière (SCd). Des fibres épaisses sont 

observées dans le noyau de Barrington (B) (Fig 16, C-F) 

 

La cartographie fine de la distribution des ces projections est présentée dans la figure 15. Dans le 

télencéphale, les fibres épaisses sont peu abondantes et observées dans les régions corticales ou 

associées au cortex cérébral, tels que les bulbes olfactifs (OB). Quelques-unes sont localisées dans la 

couche granulaire des bulbes olfactifs primaires et accessoires, ainsi que dans les noyaux olfactifs 

antérieurs. Plus en arrière, des fibres sont observées dans l’aire prélimbique (PL), l’aire infralimbique 

(ILA), l’aire piriforme (PIR) et l’aire périrhinale. Dans les régions isocorticales (ISO), les fibres sont 

rares. Quelques-unes sont observées dans les aires somatomotrices. Dans le télencéphale basal, les 

fibres immunoréactives sont plus abondantes dans la région septale et certaines structures 

amygdaliennes (noyau central de l’amygdale, aire amygdalienne antérieure), et plus rares dans les 

noyaux de la base (noyau accumbens (ACB), le fundus du striatum (FS)) et dans d’autres noyaux 

amygdaliens (noyaux intercalé et latéral). 

 

Dans le diencéphale, l’hypothalamus est la région la plus innervée. Les projections y sont 

relativement abondantes bien que toujours diffuses dans les régions préoptiques ventrolatérale (AVP) 
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et latérale (LPO). Les fibres sont moins abondantes dans le noyau antéroventral périventriculaire 

(AVPV), et les noyaux préoptiques médian (MPN) et médial (MEPO). Quelques fibres sont observées 

dans l’hypothalamus antérieur, et plus particulièrement dans le noyau paraventriculaire (PVH), la 

partie intermédiaire du noyau périventriculaire (PVi) et la région périsuprachiasmatique (PSCH). Le 

noyau antérieur (AHN) est peu irrigué. Dans l’hypothalamus tubéral, un réseau de fibres modérément 

dense est observé dans les noyaux arqué (ARH) et tubéral. Dans l’hypothalamus latéral, un nombre 

moins important de projections est marqué. Dans l’hypothalamus postérieur, quelques fibres sont 

observées dans les noyaux tubéromamillaire (TM), supramamillaire (SUM) et mamillaire latéral 

(LM). Des fibres sont observées dans le noyau hypothalamique postérieur en transit vers la substance 

grise périaqueducale (PAG). 

Le thalamus est peu irrigué. Seul le noyau paraventriculaire (PVT) contient des fibres 

immunoréactives en nombre significatif. Quelques fibres prennent une route latérale dans la zona 

incerta (ZI) et sont retrouvées dans les noyaux ventraux du corps genouillé latéral (GEN). Certaines 

de ces fibres en transit poursuivent jusque dans le tectum. 

Le tronc cérébral est caractérisé par la présence de projections denses dans certains noyaux 

spécifiques. On observe ces fibres dans les parties latérales dorsale (PBld) et externe (PBle) du noyau 

parabrachial. Il s’agit, dans cette structure, des fibres de petit calibre : le marquage obtenu est d’aspect 

ponctiforme suggérant la reconnaissance de très nombreux boutons. Ce même marquage ponctiforme 

est aussi obtenu dans une couche superficielle du SPVC évoquant un territoire d’intense innervation. 

Des structures du tegmentum dorsal comme la PCG contiennent un réseau de projections relativement 

dispersé par des fibres épaisses. Des projections épaisses plus nombreuses sont aussi observées dans 

le noyau de Barrington (B) (Fig 16, D-F). La partie dorsale du noyau du tractus solitaire contient des 

prolongements fins immunoréactifs. Des images très claires de paniers péricellulaires sont aussi 

observées dans le noyau réticulé latéralement au noyau ambigu. 

Enfin, les couches superficielles des cornes dorsales de la moelle épinière présentent un grand nombre 

de projections très fines qui ressemblent beaucoup à celles décrites dans le noyau parabrachial. 
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Fig 15 : 

 

Cartographie détaillée de la distribution des corps cellulaires (points rouges) et des fibres (traits 

rouges) marqués par l’anticorps commercial anti-hMet et révélés par la méthode 

immunoenzymologique aux complexes PAP sur des coupes frontales (30µm) de cerveau de rat. 

 

A noter que les coupes sont arrangées du niveau le plus rostral (bulbes olfactifs, niveau 3 de l’atlas de 

Swanson) au niveau le plus caudal (moelle épinière, niveau SC de l’atlas de Swanson). 

 

Chaque point et chaque trait rouges représentent respectivement l’équivalent d’un corps cellulaire et 

d’une fibre marqués par l’anticorps anti-hMet. 
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Fig 15 : Cartographie de la distribution des neurones marqués par l’anticorps anti-hMet. 
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Fig 16 : 

 

(A,B) Observation microscopique des fibres exprimant le marquage fourni par l’anticorps anti-hMet 

et révélé par la méthode immunoenzymologique aux complexes PAP dans le noyau parabrachial 

(PB). La flèche en B indique une fibre épaisse avec de nombreuses varicosités. À noter également la 

présence d’un réseau dense de fibres fines. 

 

(C) Coloration de Nissl sur une coupe horizontale de cerveau de rat passant par le noyau de 

Barrington (B). 

 

(D-F) Photographies de fibres marquées par l’anticorps anti-hMet dans le noyau de Barrington sur 

une coupe horizontale de cerveau de rat. F est un fort grossissement de D. 

 

Barre d’échelle : (A) 100µm ; (B-F) 50µm 
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Fig 16: Distribution des neurones marqués par l’anticorps anti-hMet sur des coupes frontales (A,B) et 
horizontales (C-F) d’hypothalamus de rat (enzymologie – complexes PAP) 
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1.1.2 DIMORPHISME SEXUEL 

Sur des coupes de cerveau de rat femelle en proestrus, des projections denses et de petit calibre 

marquées par l’anticorps anti-hMet innervent les noyaux arqué (Fig 17, A, C) et antéroventral 

périventriculaire. Ce type de marquage n’avait pas été observé chez le rat mâle ni sur des coupes de 

cerveaux issus de femelles en œstrus ou diestrus. Ces marquages confirmaient donc des données de la 

littérature. Une innervation a été aussi observée chez les animaux femelles en œstrus dans des régions 

ventrales du noyau de la strie terminale (BST) (Fig 17, E-F). Cependant, sur ce matériel, il n’a pas été 

remarqué, par immunohistochimie, de corps cellulaires avec une distribution différente de celle 

observée chez le rat mâle adulte. 

 

1.1.3 DISTRIBUTION DU MARQUAGE FOURNI PAR LES ANTICORPS N ON 

COMMERCIAUX 

L’anticorps produit par le laboratoire japonais Takeda Pharmaceuticals a été utilisé dans de nombreux 

travaux (Kinoshita et al., 2005 ; Adachi et al., 2007 ; Yamada et al., 2007). Il fournit un marquage des 

corps cellulaires exclusivement. Aucune projection n’a été observée sur notre matériel (rats mâles). 

Des périkaryons ont été observés uniquement dans le noyau arqué. Par ailleurs, le marquage obtenu 

était diffus et uniforme dans le cytoplasme, contrastant avec le marquage granulaire généralement 

fourni par les anticorps anti-peptide. 

 

Le marquage fourni par l’anticorps synthétisé par le laboratoire du Dr. Caraty (Franceschini et al., 

2006) révèle des corps cellulaires et des projections. Les corps cellulaires immunoréactifs ont été 

observés dans le noyau arqué, le noyau antéroventral périventriculaire et la capsule du noyau 

ventromédian. Les projections diffuses suivent une distribution proche de celle observée avec 

l’anticorps anti-hMet. 
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1.1.4 DÉTECTION DE L’ARNm MÉTASTINE 

Dans le cadre de notre collaboration, le Pr. Pralong nous a fourni la ribosonde complémentaire de la 

séquence 176-369 de l’ARNm de la prépro-métastine de souris (sMet) (Gottsch et al., 2004a). Au 

laboratoire, nous avons également produit une ribosonde complémentaire de la séquence 153-346 de 

l’ARNm de la prépro-métastine de rat (rMet). Les marquages fournis (Fig 18) par ces deux sondes ont 

été confrontés à chacun de ceux fournis par les anticorps dirigés contre la métastine. Seule la sonde 

rMet nous a fourni un marquage des corps cellulaires suivant une distribution différente de chacun des 

trois anticorps. Les corps cellulaires exprimant le marquage par hybridation in situ étaient 

essentiellement distribués dans les noyaux arqué (ARH), antéroventral périventriculaire (AVPV) et 

périventriculaire (PV). Quelques périkaryons ont été retrouvés dans le noyau paraventriculaire 

antérieur (PVH). Aucun périkaryon contenant l’ARNm de la métastine n’est trouvé dans la capsule du 

noyau ventromédian. Le noyau médian de l’amygdale est la seule structure extra-hypothalamique 

dans laquelle quelques cellules exprimant l’ARNm de la métastine ont été localisées. 

 

1.2 DISTRIBUTION DES NEURONES hMET-POSITIFS DANS 

L’HYPOTHALAMUS HUMAIN. 

L’étude de la distribution du marquage fourni par l’anticorps dirigé contre la métastine humaine 

(hMet) a été réalisée sur des coupes déparaffinées d’hypothalami humains. Ces coupes provenaient de 

collections réalisées lors d’études précédentes (Brischoux, 2002). L’immunohistochimie avec 

l’anticorps dirigé contre la métastine humaine fournit un marquage de fibres et des périkaryons. 

Les corps cellulaires marqués sont peu abondants et l’intensité de marquage est faible (Fig 19, A). Ce 

sont de petits neurones principalement localisés dans des structures périventriculaires. Quelques corps 

cellulaires sont retrouvés dans les territoires préoptiques, en particulier le noyau antéroventral 

périventriculaire (AVPV), d’autres sont retrouvés dans la partie intermédiaire du noyau 

périventriculaire (PVi) au niveau de coupes passant par le noyau ventromédian (VMH). 
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Fig 17 : 

 

Photographies de neurones marqués par l’anticorps anti-hMet sur des coupes frontales de cerveau de 

rat femelle (A,C,E) et mâle (B,D,F). 

 

Ces photographies illustrent le dimorphisme sexuel de la distribution de neurones marqués par 

l’anticorps anti-hMet dans le noyau arqué (ARH) (A-D) et dans le noyau de la strie terminale (BST) 

(E,F). 

 

Barre d’échelle : (A,B) 200µm ; (C,D) 100µm ; (E,F) 150µm 
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Fig 17: Dimorphisme sexuel de la distribution des neurones marqués par l’anticorps anti-hMet sur des 
coupes frontales de cerveau de rat adulte mâle (B,D,F) et femelle (A,C,E). 
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Fig 18 : 

 

Photographies de neurones contenant l’ARNm de la métastine sur des coupes frontales de cerveau de 

rat. Le marquage a été obtenu par hybridation in situ avec la sonde rMet. Chaque tâche violacée 

correspond à un corps cellulaire. 

 

(A,B) Ces photographies illustrent le marquage de corps cellulaires dans le noyau hypothalamique 

antéroventral périventriculaire (AVPV). B est un fort grossissement de A. 

 

(C) Des corps cellulaires sont également marqués dans le noyau hypothalamique paraventriculaire 

(PVH). 

 

(D,E) Sur ces photographies, on peut observer un nombre important de corps cellulaires exprimant 

l’ARNm de la métastine dans le noyau arqué (ARH). E est un fort grossissement de D. 

 

Barre d’échelle : (A,B,C) 150µm ; (D) 200µm ; (E) 100µm 
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Fig 18: Distribution des neurones métastinergiques (hybridation in situ) sur des coupes 
frontales de cerveau de rat adulte. 
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Fig 19 : 

 

Photographies de neurones contenant le marquage fourni par l’anticorps anti-hMet sur des coupes 

frontales d’hypothalamus humain. Le marquage a été révélé par la méthode aux complexes 

peroxydase-antiperoxydase. 

 

(A) Sur cette photographie, est illustré un corps cellulaire (flèche) contenant le marquage fourni par 

l’anticorps anti-hMet. Le marquage est faible. 

 

(B,C) Ces deux photographies présentent des fibres marquées par l’anticorps anti-hMet (flèches). Ces 

fibres sont intensément marquées et présentent un grand nombre de varicosités. 

 

Barre d’échelle : (A) 100µm ; (B,C) 250µm 
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Fig 19: Distribution des neurones métastinergiques sur des coupes frontales d’hypothalamus 
humain (enzymologie – complexes PAP). 
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Fig 20 : 

 

Cartographie détaillée de la distribution des corps cellulaires (points rouges) et des fibres (traits 

rouges) marqués par l’anticorps commercial anti-hMet sur des coupes frontales (30µm) 

d’hypothalamus humain. 

 

À noter que les coupes sont arrangées du niveau le plus rostral (A) au niveau le plus caudal (J). 

 

Chaque point et chaque trait rouges représentent respectivement l’équivalent d’un corps cellulaire et 

d’une fibre marqués par l’anticorps anti-hMet. 
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Fig 20: cartographie de la distribution des neurones marqués par l’anticorps anti-hMet sur des 
coupes frontales d’hypothalamus humain disposées du niveau le plus rostral (A) au niveau le 
plus caudal (J). 



 104 



 105 

Les fibres sont quant à elles abondamment représentées et très intensément marquées (Fig 19, B-C). 

Elles sont distribuées de façon diffuse dans l’hypothalamus avec une innervation plus abondante dans 

les territoires préoptiques et antérieurs (Fig 20). On retrouve également un groupe de fibres dans 

l’hypothalamus postérieur en transit vers le mésencéphale. Les fibres sont variqueuses et de calibre 

important. 

 

1.3 DISTRIBUTION DES NEURONES À RFRP CHEZ LE RAT. 

L’étude de la distribution des neurones à RFRP a été réalisée uniquement par hybridation in situ sur 

des cerveaux de rats adultes mâles et femelles en utilisant une ribosonde marquée à la digoxygénine. 

La révélation enzymatique par la solution de NBT-BCIP fournit un marquage intense des corps 

cellulaires, ce qui a permis de visualiser l’aire de distribution précise de l’ARNm RFRP, 

exclusivement dans des structures hypothalamiques. Les corps cellulaires marqués sont de petite et 

moyenne taille (Fig 21). Ces neurones forment une petite famille : environ 2500 neurones RFRP ont 

été comptabilisés, estimation par cerveau entier (hypothalamus droit + gauche). 

D’un point de vue général, la distribution de la population à RFRP ne présente pas de dimorphisme 

sexuel chez le rat. L’aire de distribution observée chez le mâle coïncide en tous points avec celle 

observée chez la femelle. 

L’étude la distribution des neurones à RFRP a été réalisée selon l’axe rostrocaudal (Fig 22). Les 

premiers corps cellulaires sont retrouvés en petit nombre dans la zone subparaventriculaire (SBPV). 

Plus en arrière, on trouve des corps cellulaires dans l’aire ventrale périfornicale et la partie postérieure 

du noyau antérieur de l’hypothalamus (AHNp). Sur les coupes suivantes, ce noyau laisse la place au 

noyau dorsomédian (DMH) dans lequel quelques périkaryons sont trouvés. D’autres corps cellulaires 

sont localisés dans la partie intermédiaire du noyau périventriculaire (PVi) et le noyau arqué (ARH), 

alors qu’une grande quantité de neurones à RFRP est localisée dans la région dorsomédiane de la 

capsule du noyau ventromédian (cVMH). Plus caudalement, les neurones à RFRP sont localisés dans  



 106 

 

 

 

 

Fig 21 : 

 

Photographies de neurones contenant l’ARNm RFRP sur une coupe frontale de cerveau de rat (niveau 

29 de l’atlas de Swanson, 1992). Le marquage a été obtenu par hybridation in situ. Chaque tâche 

violacée correspond à un corps cellulaire. 

 

(A) Cette photographie illustre le marquage de nombreux corps cellulaires dans la capsule du noyau 

ventromédian, entre les noyaux dorsomédian (DMH) et ventromédian (VMH), sur une coupe frontale 

de cerveau de rat. 

 

(B) À plus fort grossissement, les corps cellulaires sont intensément marqués, et exclusivement 

retrouvés en-dehors du noyau ventromédian, plus particulièrement dans la capsule de ce noyau. 

 

Barre d’échelle : (A) 150µm ; (B) 100µm 
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Fig 21: Distribution des neurones exprimant l’ARNm RFRP sur des coupes frontales 
d’hypothalamus de rat adulte. 
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Fig 22 : 

 

Cartographie détaillée de la distribution des corps cellulaires (points rouges) contenant l’ARNm 

RFRP sur des coupes frontales de cerveau de rat adulte, passant par l’hypothalamus. Chaque point 

représente l’équivalent d’un corps cellulaire RFRP-positif. 

 

A noter que les coupes sont arrangées du niveau le plus rostral (A) au niveau le plus caudal (F). 

 

Barre d’échelle = 1mm 
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Fig 22: Cartographie de la distribution des neurones contenant l’ARNm RFRP sur des coupes 
frontales d’hypothalamus de rat adulte arrangées du niveau le plus rostral (A) au niveau le 
plus caudal (F). 
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la partie postérieure et dorsale du noyau périventriculaire (PVp), dorsalement par rapport au noyau 

tubéromamillaire (TMd), ainsi que dans l’aire latérale de l’hypothalamus (LHA). Les derniers corps 

cellulaires contenant l’ARNm RFRP sont localisés entre les noyaux prémamillaires ventral (PMv) et 

dorsal (PMd). 

 

1.4 CONFRONTATION DES MARQUAGES RFRP ET MÉTASTINE: 

CONTRÔLE DE LA SPÉCIFICITÉ DE L’ANTICORPS ANTI-HMET . 

Des doubles marquages par combinaison des techniques d’hybridation in situ pour RFRP et 

d’immunohistochimie avec l’anticorps commercial hMet pour la métastine ont été réalisés. Les 

neurones marqués par hybridation in situ sont également tous marqués en immunohistochimie (Fig 

23, A-C). 

La spécificité de l’anticorps commercial anti-métastine vis-à-vis de RFRP, a été vérifiée par 

incubation de l’anticorps avec des concentrations croissantes du peptide synthétique RFRP-1. Pour 

des concentrations de peptide RFRP-1 comprises entre 0,1 et 1nM par µL d’anticorps pur, une 

inhibition partielle du marquage fourni par l’anticorps est obtenue. L’inhibition totale du marquage 

est obtenue pour une concentration de peptide RFRP-1 égale à 10nM par µL d’anticorps anti-

métastine pur (Fig 23, D-E). À cette concentration, le marquage de corps cellulaires dans 

l’hypothalamus ainsi que les fibres de fort calibre n’était plus visible. Par contre, les fibres de fin 

calibre, notamment dans le noyau parabrachial ou les périkaryons du noyau du tractus solitaire, 

n’étaient pas affectées. 

 

1.5 NEURONES NEUROENDOCRINES 

Les neurones révélés par l’anticorps dirigé contre la métastine humaine hMet sont en grande majorité 

en position périventriculaire. Par ailleurs, les peptides RFamide, et en particulier la métastine et 

RFRP, sont impliqués dans le contrôle de nombreuses activités neuroendocrines. 
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Après injection de traceur rétrograde fluorogold par voie vasculaire, celui-ci est capté par les 

terminaisons axonales localisées dans l’éminence médiane, et s’accumule dans les corps cellulaires 

des neurones neuroendocrines. Ces cellules sont observées dans l’aire préoptique médiane ventrale 

(MPO), le noyau préoptique suprachiasmatique (PSCH), le noyau périventriculaire préoptique 

(PVpo), le noyau supraoptique (SO), les cellules magnocellulaires du noyau paraventriculaire 

(PVHam), le noyau périventriculaire antérieur (PVa), les aires parvocellulaire et périventriculaire du 

noyau paraventriculaire (PVHap et PVHpv), le noyau supraoptique rétrochiasmatique (SOr), le noyau 

antérieur de l’hypothalamus (nucleus circularis) et le noyau arqué (ARH). Les techniques de doubles 

marquages immunohistochimiques en utilisant l’anticorps dirigé contre la métastine humaine n’ont 

révélé aucune cellule neuroendocrine doublement marquée FG-hMet. De plus, très peu de cellules 

neuroendocrines sont innervées. Ces cellules sont localisées dans l’hypothalamus antérieur, plus 

particulièrement dans les noyaux préoptique suprachiasmatique, supraoptique, périventriculaire et 

paraventriculaire. Quelques rares cellules innervées sont distribuées dans le noyau arqué (Fig 24). 

 

1.6 CO-DISTRIBUTION AVEC MCH, HCRT, TH, SRIF ET GNRH 

De nombreuses autres populations de neurones sont localisées dans les territoires d’intérêt, dont des 

périkaryons des populations MCH et Hcrt qui sont étudiées au laboratoire depuis de nombreuses 

années. Certains neurones de ces populations peuvent exprimer d’autres neuropeptides et être 

localisés préférentiellement  dans certaines structures, par exemple MCH-CART dans la partie 

rostromédiane de la zona incerta. D’après les aires de distribution de RFRP et MCH/Hcrt, mais aussi 

d’autres populations neuronales (TH et SRIF), il nous est apparu important de vérifier si RFRP 

pouvait être exprimé avec ces peptides et enzymes. Enfin, RFRP étant dans la littérature relié -au 

moins fonctionnellement- à l’axe gonadotrope, nous avons également tenté de vérifier d’éventuels 

liens anatomiques entre le système gonadotrope (GnRH) et les périkaryons à RFRP. Pour ce faire, 
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Fig 23 : 

 

(A,B,C) Observation microscopique de corps cellulaires contenant l’ARNm RFRP (A) et de ceux 

exprimant le marquage fourni par l’anticorps anti-hMet (B). La superposition (C) des deux premières 

images indique une co-expression dans les mêmes corps cellulaires. À noter que tous les corps 

cellulaires contenant l’ARNm RFRP expriment également le marquage fourni par l’anticorps anti-

hMet. 

 

(D-E) Photographies de corps cellulaires et de fibres marquées par l’anticorps anti-hMet avant (D) et 

après incubation(E) de l’anticorps avec 10nM de peptide RFRP-1. Le marquage des corps cellulaires 

et des fibres épaisses n’est plus présent pour cette concentration de peptide RFRP-1. 

 

Barre d’échelle = 100µm 
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Fig 23: Photographies des neurones contenant l’ARNm RFRP et des neurones exprimant le 
marquage fourni par l’anticorps anti-hMet par double marquage hybridation in situ / 
immunohistochimie, sur des coupes frontales d’hypothalamus de rat adulte. 
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Fig 24 : 

 

(A-L) Cartographie détaillée de la distribution des corps cellulaires ayant internalisé le traceur 

fluorogold (points et cercles rouges) sur des coupes frontales de cerveau de rat. Certains périkaryons 

FG+ sont innervés (points rouges) par des fibres marqués par l’anticorps anti-hMet. 

 

À noter que les coupes sont arrangées du niveau le plus rostral (A) au niveau le plus caudal (L). 

Chaque point l’équivalent d’un corps cellulaire. 

 

(M-O) Photographies de double marquage immunohistochimique FG+ (rouge) et anti-hMet+ (vert) 

sur des coupes frontales de cerveau de rat adulte passant par l’hypothalamus. 

 

Barre d’échelle : (A,L) 1mm ; (M-O) 500µm 
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Fig 24: Cartographie de la distribution des neurones neuroendocrines; confrontation avec les neurones marqués 
par l’anticorps anti-hMet
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nous avons combiné les techniques d’hybridation in situ pour RFRP aux techniques 

d’immunohistochimie pour MCH, Hcrt, TH, SRIF et GnRH. 

 

1.6.1 COMPARAISON AVEC MCH ET Hcrt 

Les neurones des deux populations MCH et Hcrt sont majoritairement localisés dans l’hypothalamus 

latéral tubéral. Les premiers sont aussi abondamment observés dans la région rostromédiane de la 

zona incerta. Cependant, les aires de distribution des deux populations s’étendent dans les territoires 

hypothalamiques plus périventriculaires, notamment dans la capsule du noyau ventromédian. La 

comparaison de la distribution des neurones à RFRP avec ceux de ces deux populations 

peptidergiques montrent que les premiers neurones de chacune d’entre elles sont observés au même 

niveau de coupes antéropostérieures, et les corps les plus caudaux sont observés au même niveau dans 

la partie postérieure du noyau périventriculaire (Fig 25). Cependant, par double marquage, aucune co-

expression des signaux par hybridation in situ pour RFRP et des signaux immunohistochimiques pour 

MCH et Hcrt n’a été observée. De nombreuses images de périkaryons adjacents suggérant des 

accolements ont été observées essentiellement dans la capsule du noyau ventromédian et dans le 

noyau périventriculaire, confirmant la colocalisation –au moins partielle- des populations. Enfin, des 

fibres marquées par l’anticorps anti-MCH ont souvent été observées au contact de périkaryons RFRP, 

suggérant une innervation. 

 

1.6.2 COMPARAISON AVEC TH ET SRIF 

De façon similaire à la comparaison réalisée avec les populations de neurones à MCH et Hcrt, la 

combinaison des techniques d’hybridation in situ et d’immunohistochimie a permis de visualiser 

d’éventuelles interactions entre les neurones à RFRP et ceux contenant l’enzyme de synthèse de la 

dopamine (la tyrosine hydroxylase) et la somatostatine. 
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Fig 25 : 

 

(A,B,C) Photographies de doubles marquages par immunohistochimie (MCH, vert) et hybridation in 

situ (ARNm RFRP, noir) sur des coupes frontales de cerveau de rat adulte passant par 

l’hypothalamus. C est un grossissement de B, lui-même étant un grossissement de A. 

Chaque point vert ou noir représente l’équivalent d’un corps cellulaire. Certains corps cellulaires 

exprimant la MCH (flèches en B) sont localisés en étroite apposition avec les corps cellulaires RFRP-

positifs sans co-expression. 

 

(D) Dessins de coupes frontales de cerveau de rat adulte passant par la partie caudale de 

l’hypothalamus tubéral, et arrangées selon l’axe rostrocaudal. En vert, est représentée la distribution 

des corps cellulaires MCH-positifs. Les périkaryons RFRP-positifs sont figurés en rouge. 

 

Barre d’échelle : (A,B) 500µm ; (C) 150µm ; (D) 1mm 
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Fig 25: Confrontation des distributions des neurones contenant l’ARNm RFRP et des neurones 
à MCH sur des coupes frontales d’hypothalamus de rat adulte. 
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Fig 26 : 

 

Photographies de doubles marquages par immunohistochimie (TH, vert) et hybridation in situ (ARNm 

RFRP, noir) sur des coupes frontales de cerveau de rat adulte passant par l’hypothalamus et arrangées 

du niveau le plus rostral (A) au niveau le plus caudal (G). B est un fort grossissement de l’encadré en 

A, et D un fort grossissement de l’encadré en C. 

 

Chaque point vert ou noir représente l’équivalent d’un corps cellulaire. Certains corps cellulaires 

exprimant la TH (flèches en D) sont localisés en étroite apposition avec les corps cellulaires RFRP-

positifs sans co-expression. 

 

Barre d’échelle : (A,C,D,E,F,G) 500µm ; (B) 100µm 
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Fig 26: Confrontation des distributions des neurones contenant l’ARNm RFRP et des neurones 
à TH sur des coupes frontales d’hypothalamus de rat adulte. 
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La distribution des neurones dopaminergiques est assez complexe. Ils se distribuent en différents 

groupes selon leur aire de distribution hypothalamique : groupe A11 dans l’hypothalamus postérieur, 

A12 dans le noyau arqué, A13 dans la partie rostromédiane de la zona incerta, et A14 dans la partie 

antérieure du noyau périventriculaire (Hökfelt et al., 1984). La comparaison des aires de distribution a 

montré que les neurones dopaminergiques étaient préférentiellement localisés dans la partie rostrale 

de l’aire de distribution des neurones RFRP, plus particulièrement dans la partie antérieure du noyau 

périventriculaire (Fig 26). Des neurones dopaminergiques de la partie caudale du groupe A14 ainsi 

que des boutons sont observés en étroite apposition avec les corps cellulaires RFRP. En arrière, peu 

de corps cellulaires dopaminergiques sont observés dans la capsule du noyau ventromédian, où est 

exprimée la majorité des neurones à RFRP. Aucun contact n’a été observé entre les neurones à RFRP 

et les neurones des groupes A11, A12 et A13. 

 

Les périkaryons producteurs de la somatostatine (SRIF) sont majoritairement observés dans la partie 

antérieure du noyau périventriculaire (Fig 27). Dans ce noyau, quelques corps cellulaires RFRP sont 

observés. Aucun ne présente le marquage immunohistochimique fourni par l’anticorps anti-SRIF. En 

revanche, des fibres immunoréactives ont été observées au contact des périkaryons RFRP. Ces 

contacts semblent plus fréquents sur les neurones RFRP des noyaux périventriculaire et arqué. Les 

projections somatostatinergiques fournissent une innervation extrêmement abondante du noyau 

ventromédian, ce qui a aussi permis de clairement vérifier la localisation des périkaryons RFRP dans 

la capsule de ce noyau. 

 

1.6.3 COMPARAISON AVEC GnRH 

Un certain nombre d’études chez les mammifères et les oiseaux suggère l’implication des neurones à 

RFRP dans le contrôle de l’axe gonadotrope, d’où son autre nom GnIH ‘gonadotropin-inhibitory 

hormone’. L’utilisation d’un anticorps anti-GnRH a permis le marquage de corps cellulaires dans la 
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région préoptique ventrale et des fibres transitant dans une voie ventrale ou périventriculaire. Par les 

techniques de double marquage, très peu d’images montrent un rapprochement entre ces fibres et les 

périkaryons RFRP (Fig 28). 

 

1.7 CONCLUSION 

Dans cette première partie, nous avons montré que l’anticorps commercial dirigé contre la métastine 

humaine n’était pas spécifique de la population de neurones métastinergiques mais marquait 

également d’autres populations de neurones, notamment celle productrice du peptide RFRP, dans des 

régions hypothalamiques d’intérêt au laboratoire depuis de nombreuses années : la ‘zone à MCH’. 

L’étude de la distribution des neurones à RFRP a montré qu’elle était exprimée dans des noyaux 

exclusivement hypothalamiques, plus particulièrement et massivement dans la capsule du noyau 

ventromédian. Dans ces noyaux, sont aussi exprimés d’autres populations de neurones productrices de 

peptides (MCH, Hcrt, SRIF, GnRH) et enzymes (TH) déjà étudiées au laboratoire. Je ne reviendrai 

pas sur la distribution détaillée de chacune de ces populations. Cependant, nos études de double 

marquage ont montré que la population de neurones à RFRP forme une condensation cellulaire 

unique, pouvant interagir avec les neurones à MCH et TH pour lesquels des accolements entre corps 

cellulaires ont été observés. De plus, les doubles marquages RFRP-GnRH ainsi que les injections de 

traceur fluorogold ne nous ont pas permis de vérifier un rôle neuroendocrine majeur des neurones à 

RFRP. Ainsi, nous avons décidé de poursuivre l’étude de la population de neurones à RFRP, avec des 

approches plus morphofonctionnelles. 
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Fig 27 : 

 

Photographies de doubles marquages par immunohistochimie (SRIF, rouge) et hybridation in situ 

(ARNm RFRP, noir) sur des coupes frontales d’hypothalamus de rat adulte.  

 

Chaque point noir représente l’équivalent d’un corps cellulaire. Aucun corps cellulaire contenant 

l’ARNm RFRP ne présente le marquage de l’anticorps anti-SRIF. Cependant, des fibres 

immunoréactives somatostatinergiques sont localisées en contact étroit avec des corps cellulaires 

RFRP-positifs dans les noyaux hypothalamiques périventriculaire et arqué. 

 

Barre d’échelle : (A) 500µm ; (B) 150µm 
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Fig 27: Confrontation des distributions des neurones contenant l’ARNm RFRP et des neurones 
somatostatinergiques sur des coupes frontales d’hypothalamus de rat adulte. 
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Fig 28 : 

 

Photographies de doubles marquages par immunohistochimie (GnRH, rouge) et hybridation in situ 

(ARNm RFRP, noir) sur des coupes frontales d’hypothalamus de rat adulte. C est un fort 

grossissement de l’encadré en B. 

 

Chaque point noir représente l’équivalent d’un corps cellulaire. Aucun corps cellulaire contenant 

l’ARNm RFRP ne présente le marquage de l’anticorps anti-GnRH. Cependant, de très rares fibres à 

GnRH sont localisées en contact étroit avec des corps cellulaires RFRP-positifs (flèche en B). 

 

Barre d’échelle : (A) 500µm ; (B) 150µm ; (C) 200µm 
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Fig 28: Confrontation des distributions des neurones contenant l’ARNm RFRP et des 
neurones à GnRH sur des coupes frontales d’hypothalamus de rat adulte. 
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2ème PARTIE 
 

 

ÉTUDE DU DÉVELOPPEMENT DU SYSTÈME RFRP 
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Nous avons vu précédemment que les neurones producteurs de l’ARNm RFRP sont localisés dans un 

territoire qui borde médialement la ‘zone à MCH’. Notre équipe travaille depuis de nombreuses 

années sur cette ‘zone’ et tout naturellement, il nous est apparu indispensable d’entamer des travaux 

complémentaires de ceux en cours concernant les neurones à MCH et à Hcrt. Certains de ces travaux 

ont déjà été partiellement reportés dans l’introduction ; brièvement, ils s’orientent autour de trois 

directions : 

-le développement : nous avons vu que les deux sous-populations de neurones à MCH et celle à 

hypocrétine sont générées en vagues successives (Brischoux et al., 2002 ; Amiot et al., 2005). 

-les connexions : des travaux plus anciens ont permis d’identifier certains des circuits impliquant ces 

neurones (Bayer et al., 1999 ; Cvetkovic et al., 2003). 

-les fonctions : nous avions tenté d’identifier des conditions expérimentales modifiant l’expression de 

MCH ou Hcrt (Griffond et al., 1998, 1999 ; Hervé et al., 1998) notamment en liaison avec le contrôle 

de la balance énergétique. 

 

Afin de compléter ces données précédentes, nous avons poursuivi nos investigations dans les trois 

directions correspondantes suivantes : tout d’abord, nous avons analysé le développement de la 

population à RFRP, en mettant l’accent sur la genèse des neurones contenant ce peptide en utilisant la 

technique du BrdU. Ensuite, en combinant une technique de traçage antérograde des voies nerveuses 

avec la détection des neurones à RFRP par hybridation in situ, nous avons tenté de mettre en évidence 

certaines des afférences à ces neurones. Enfin, nous avons recherché des variations de l’expression de 

l’ARNm RFRP dans diverses conditions expérimentales. Beaucoup des résultats obtenus et présentés 

ci-après ne sont que préliminaires et nécessitent des études plus approfondies. 
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2 ÉTUDE ONTOGÉNÉTIQUE ET MORPHOFONCTIONNELLE DES NEUR ONES À 

RFRP 

Comme indiqué dans le chapitre précédent, parce que les neurones à RFRP sont localisés dans 

l’hypothalamus tubéral, dans les territoires les plus médians de ce que nous avons appelé la ‘zone à 

MCH’, nous avons entamé des études ontogénétiques afin de compléter les études déjà réalisées au 

laboratoire concernant le développement des populations neuronales de ce territoire, et en particulier 

les travaux liés à la neurogenèse des populations spécifiques de ce segment hypothalamique (MCH, 

Hcrt). 

 

2.1 ONTOGENÈSE DU SYSTEME À RFRP 

2.1.1 GENÈSE DES NEURONES À RFRP 

Puisque non établie dans la littérature, nous nous sommes donc intéressés à la neurogenèse de la 

population de neurones à RFRP en combinant les techniques d’hybridation in situ (pour RFRP) avec 

la méthode du BrdU. Les cerveaux de la descendance mâle de femelles injectées à différents temps de 

gestation, entre le 11ème et le 16ème jour (E11 à E16), ont été examinés. Les cerveaux ont été débités en 

séries de coupes de 10µm d’épaisseur, et seules les coupes passant par l’hypothalamus ont été 

étudiées. Le BrdU est un analogue de la thymidine endogène, qu’il remplace lors de son incorporation 

dans l’ADN en cours de synthèse (phase S du cycle cellulaire). 

Le marquage obtenu est un marquage exclusivement nucléaire. Il est plus ou moins intense selon le 

nombre de divisions qu’ont subi les cellules après avoir incorporé le BrdU. Les cellules les plus 

fortement marquées ont incorporé le BrdU pendant la phase de réplication du dernier cycle cellulaire 

avant différenciation, alors que les cellules dont le marquage est le plus faible ou fragmenté se sont 

divisées une ou plusieurs fois après l’incorporation. De fait, nous nous sommes intéressés aux seules 

cellules dont le marquage nucléaire était le plus intense afin de déterminer la date de naissance des 

neurones à RFRP (Fig 29). 
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Fig 29 : 

 

Cette figure illustre la genèse des neurones à RFRP. 

 

(A) Photographie de corps cellulaires doublement marqués contenant l’ARNm RFRP et le marquage 

immunohistochimique fourni par l’anticorps anti- BrdU. 

 

(B) Tableau de comptage du nombre de corps cellulaires doublement marqués RFRP+/BrdU+. À 

noter que seuls les corps les plus intensément marqués (flèches en A) ont été comptabilisés. 

 

(C) Histogramme de représentation du comptage des corps cellulaires RFRP+/BrdU+, conduisant au 

pic de genèse des neurones à RFRP (D), centré sur les stades embryonnaires E13-E14. 
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Les périkaryons doublement marqués (Fig 29, A) sont détectés massivement chez les animaux ayant 

reçu l’injection aux 13ème et 14ème jours de vie embryonnaire. Quelques rares corps cellulaires 

doublement marqués sont détectés aux stades E12 et E15. Aucune cellule doublement marquée n’a été 

détectée aux stades E11 et E16 (Fig 29, B-C). 

La neurogenèse des neurones à RFRP s’étale donc entre E12 et E15, avec un pic unique de 

neurogenèse présentant un maximum de neurones à RFRP générés aux stades E13-E14 (Fig 29, D). 

 

2.1.2 ONTOGENÈSE DE L’EXPRESSION DE L’ARNm RFRP 

Par des techniques d’hybridation in situ, les premiers ARNm RFRP ont été détectés au 3ème jour de 

vie post-natale P3. La majorité des corps cellulaires est distribuée à proximité du 3ème ventricule. Le 

nombre de neurones à RFRP augmente avec l’âge des animaux jusqu’à un maximum au 6ème jour de 

vie post-natale. Les neurones sont progressivement distribués dans les structures hypothalamiques de 

façon similaire à celles observées à l’âge adulte, à savoir le noyau périventriculaire et la capsule du 

noyau ventromédian. 

 

2.2 APPROCHE HODOLOGIQUE ET ÉTUDE MORPHOFONCTIONNELLE 

DU SYSTÈME RFRP 

2.2.1 AFFÉRENCES DES NEURONES À RFRP 

Les données de la littérature concernant les afférences à la capsule du noyau ventromédian sont rares. 

Cette région est en général associée au noyau lui-même. Les dendrites des corps cellulaires étant aussi 

observées à l’extérieur des frontières cytoarchitectoniques du noyau, des projections dans la capsule 

ont souvent été considérées comme des afférences au noyau lui-même (Millhouse, 1978). Cependant, 

l’existence de neurones dans cette capsule, et n’ayant aucune relation anatomique claire avec le noyau 

lui-même, suggère que cette structure est une entité neurologique. 
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D’après la littérature, au moins deux structures innervent la capsule du noyau ventromédian : le noyau 

latéral du septum (LS) et le noyau antérieur de l’hypothalamus (AHN) (Fig 30). 

 

2.2.1.1 LE NOYAU ANTÉRIEUR DE L’HYPOTHALAMUS 

Le noyau antérieur de l’hypothalamus est divisé en trois parties appelées antérieure, centrale et 

postérieure (Risold et al., 1994). D’un point de vue général, seules des injections dans les parties 

centrale et postérieure de ce noyau (Fig 30, A) révèlent une innervation massive de la capsule du 

noyau ventromédian, alors que les projections issues de la partie antérieure et irrigant cette capsule 

sont peu nombreuses. Ces fibres sont très variqueuses et présentent un grand nombre de boutons. 

Toutefois, il est à noter que bien qu’extrêmement dense, l’innervation depuis le noyau antérieur n’est 

pas spécifique de la capsule. En effet, de nombreuses fibres sont également observées dans le noyau 

ventromédian, et plus particulièrement dans ses parties dorsomédiane et centrale (Fig 30, C). Ainsi, le 

territoire d’innervation depuis le noyau antérieur implique à la fois la capsule et le noyau 

ventromédian lui-même, sans marquer la frontière entre ces deux structures. 

 

Les autres projections issues des sites d’injection à partir desquels les projections sur la capsule du 

noyau ventromédian sont notées, peuvent être résumées brièvement. Dans le télencéphale, les noyaux 

latéral du septum (LS), de la strie terminale (BST) et médial de l’amygdale (MEA) sont les plus 

densément innervés avec un grand nombre de boutons de passage observés sur ces fibres. Une 

innervation modérément dense est observée dans la substance innominée (SI) et l’aire préoptique 

latérale (LPO). Quelques fibres sont trouvées dans le noyau médian du septum (MS) et le noyau de la 

bande diagonale (NDB), avec peu de boutons. Plus en arrière, les noyaux latéral et médian du septum 

laissent progressivement la place au noyau septofimbrial (SF) où quelques fibres sont observées. 

Dans les aires préoptiques médiane (MPO) et latérale (LPO), et l’aire hypothalamique antérieure 

(AHA), un grand nombre de fibres sont aussi observées. En arrière, la zone subparaventriculaire de 
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l’hypothalamus (SBPV), la partie ventrolatérale de l’aire hypothalamique latérale (LHA) et le noyau 

antérieur présentent une innervation modérément dense. Quelques fibres sont trouvées dans le noyau 

paraventriculaire (PVH). La zona incerta (ZI), le noyau dorsomédian (DMH) et l’aire hypothalamique 

latérale (LHA) présentent une innervation diffuse. Le noyau prémamillaire dorsal (PMd) est fortement 

innervé. Finalement, le noyau postérieur de l’hypothalamus (PH) présente un grand nombre de fibres 

de passage, en transit vers la substance grise périaqueducale (PAG). 

Le thalamus est un territoire qui présente une innervation modérément dense, et relativement diffuse 

dans le noyau paraventriculaire (PVT) et la partie ventrolatérale du noyau reuniens (RE). Le noyau 

parataenial (PT) est faiblement innervé, tout comme la partie ventrale du noyau antéromédian (AMv). 

Dans le tronc cérébral, on trouve une innervation modérément dense, majoritairement dans la 

substance grise périaqueducale. 

 

2.2.1.2 LE NOYAU LATÉRAL DU SEPTUM 

En 1997, Risold et Swanson ont suggéré que le noyau latéral du septum (LS) peut être divisé en trois 

parties majeures : la partie rostrale (LSr) connectée essentiellement avec les noyaux de la zone 

médiane de l’hypothalamus, spécialement le noyau antérieur, et caractérisée par l’expression des 

ARNm de l’enképhaline et de la neurotensine ; la partie ventrale (LSv) est connectée à la zone 

périventriculaire de l’hypothalamus, en particulier le noyau préoptique médian, et caractérisée par une 

abondante expression de l’ARNm du récepteur aux estrogènes ; et une partie caudale (LSc) connectée 

avec la zone latérale de l’hypothalamus et le noyau supramamillaire latéral et caractérisée par 

l’expression de l’ARNm de la somatostatine. 

Dans ce sens, seuls les travaux expérimentaux pour lesquels une innervation massive de la capsule du 

noyau ventromédian était observée, ont été réexaminés : ces analyses concernent plus 

particulièrement des injections de PHA-L dans la région ventrolatérale de la partie rostrale du noyau 

latéral du septum (Fig 30, B) (niveau 14 de l’atlas de Swanson, 1992). Le réseau de fibres est dense, 
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compact et limité à la capsule (Fig 30, D). Les fibres sont variqueuses, et de très nombreux boutons 

sont visualisés (Fig 30, E). À l’inverse des projections issues du noyau antérieur de l’hypothalamus, 

aucune innervation du noyau ventromédian n’est observée, montrant ainsi une irrigation massive et 

spécifique de la capsule. 

D’autres structures, ici présentées brièvement, reçoivent des projections depuis la partie rostrale de ce 

noyau. La majorité des neurones ayant incorporé le PHA-L projettent dans l’aire préoptique latérale. 

Une innervation modérée est observée dans les noyaux préoptiques antéroventral, suprachiasmatique 

et médian. Plus en arrière, le noyau antérieur de l’hypothalamus est très densément innervé. Ce 

territoire de terminaison s’étend, avec la même intensité, dans la capsule du noyau ventromédian (Fig 

30, D). Quelques fibres sont observées dans l’aire hypothalamique latérale, en transit vers 

l’hypothalamus postérieur et présentant des boutons de passage. D’autres fibres sont observées dans 

la partie médiane de la zona incerta, la partie intermédiaire du noyau périventriculaire et le noyau 

dorsomédian. Enfin au niveau prémamillaire, la partie postérieure du noyau périventriculaire reçoit 

une irrigation diffuse, tout comme le noyau postérieur de l’hypothalamus. Des fibres sont observées 

en transit vers la substance grise périaqueducale. Quelques fibres sont distribuées dans la partie 

ventrale du noyau tubéromamillaire et le noyau paraventriculaire du thalamus. 

 

2.2.1.3 INNERVATION DU SYSTÈME RFRP 

L’étude de l’innervation potentielle du système RFRP a été réalisée après injections iontophorétiques 

stéréotaxiques du traceur antérograde PHA-L dans le noyau latéral du septum. Les techniques de 

double marquage en combinant l’hybridation in situ pour RFRP et l’immunofluorescence pour le 

PHA-L ont permis de révéler la présence de projections du noyau latéral du septum à proximité 

immédiate des corps cellulaires RFRP dans la capsule du noyau ventromédian (Fig 31). Ces travaux 

nécessitent d’être approfondis, notamment afin de vérifier la présence de contacts synaptiques et 

identifier les neurotransmetteurs et neuropeptides impliqués. 
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Fig 30 : 

 

(A) Photographies de marquages après injection stéréotaxique du traceur antérograde PHA-L dans le 

noyau antérieur de l’hypothalamus (AHN). 

 

(B) Photographies de marquages après injection stéréotaxique du traceur antérograde PHA-L dans le 

noyau latéral du septum (LSN). 

 

(C) Les projections issues du AHN sont retrouvées massivement dans la capsule du noyau 

ventromédian et dans le noyau ventromédian. 

 

(D) Les projections issues du LSN sont retrouvées massivement et spécifiquement dans la capsule du 

noyau ventromédian. 

 

(E) Fort grossissement indiquant un réseau dense de fibres dans la capsule du noyau ventromédian, et 

un grand nombre de boutons terminaux. 

 

Barre d’échelle : (A,B) 500µm ; (C,D,E) 200µm 
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Fig 30: Photographies de projections afférentes à la capsule du noyau ventromédian depuis les 
noyaux latéral du septum (LSN) et antérieur de l’hypothalamus (AHN). 
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Fig 31 : 

 

(A) Photographies de marquages de corps cellulaires contenant l’ARNm RFRP (flèches). 

 

(B) Photographies de marquages de fibres marquées par l’anticorps anti-PHAL, après injection 

stéréotaxique du traceur antérograde PHA-L dans le noyau latéral du septum (LSN). Ces fibres sont 

de fort calibre et variqueuses. 

 

(C) La superposition des images A et B indiquent clairement que des projections issues du LSN sont 

en étroite apposition de corps cellulaires RFRP-positifs (flèches). De nombreux boutons terminaux de 

ces fibres sont observés au contact des périkaryons RFRP, indiquant une innervation des neurones à 

RFRP par des projections issues du LSN. 

 

Barre d’échelle = 100µm 
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Fig 31: Innervation de corps cellulaires RFRP par des projections issues du noyau latéral du 
septum. 
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2.2.2 DONNÉES EXPÉRIMENTALES : RESTRICTION ALIMENTAIRE, 

RÉALIMENTATION, STRESS. 

Des variations d’expression de l’ARNm RFRP en relation avec le contrôle de la balance énergétique 

ou avec un stress aigu ont été recherchées. Ces expériences ont malheureusement porté sur un nombre 

trop réduit d’animaux et nécessiteront d’être complétées notamment par d’autres approches. Ce sont 

donc des données préliminaires qui sont présentées ici, et qu’il nous a été impossible de compléter par 

manque des infrastructures adaptées. 

L’aire de distribution des neurones RFRP dans la ‘zone à MCH’, en contact étroit avec les neurones à 

MCH et à hypocrétine ayant d’après la littérature un rôle orexigène, nous a conduit à vérifier un rôle 

potentiel de neurones à RFRP dans les mêmes phénomènes. Ainsi, nous avons placé des animaux en 

conditions de restriction alimentaire totale pendant 48h. Cette restriction alimentaire a été suivie 

d’une phase de réalimentation pendant 3h pour un lot d’animaux. 

Les mesures par RT-PCR semi-quantitative relative ont montré une diminution de 24% des taux 

d’expression de l’ARNm RFRP chez les animaux ayant subi une restriction alimentaire. Après 

réalimentation, les taux d’ARNm RFRP sont augmentés à un niveau légèrement supérieur à celui 

observé chez les animaux en conditions normales d’alimentation (+11,5%). Par comparaison avec les 

animaux placés uniquement en restriction alimentaire, la réalimentation permet une récupération de 

+46,7% d’expression de l’ARNm RFRP (Fig 32, A). 

Parallèlement, les injections du traceur antérograde PHA-L ont montré que ces neurones reçoivent 

une innervation massive du noyau antérieur de l’hypothalamus et du noyau latéral du septum. Ces 

deux noyaux sont impliqués dans des circuits liés aux comportements de stress et de défense. Nous 

avons donc émis l’hypothèse d’une implication des neurones RFRP dans les réactions de stress et de 

défense. Des animaux ont donc été soumis à un stress environnemental par confinement pendant 3h. 

Les mesures ont montré une augmentation significative des taux d’expression de l’ARNm RFRP de 

31,4% par rapport aux animaux placés dans des conditions normales d’hébergement (Fig 32, B). 
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2.3 CONCLUSION 

Dans cette seconde partie, nous avons montré que la population de neurones à RFRP, distribuée dans 

la capsule du noyau ventromédian, recevait des innervations par des centres intra- (noyau antérieur de 

l’hypothalamus) et extra-hypothalamiques (noyau latéral du septum). Nos résultats montrent aussi des 

variations significatives des taux d’expression de l’ARNm RFRP en conditions de stress 

environnemental par confinement. Cependant, il est à noter que ces résultats sont trop préliminaires 

pour qu’une conclusion stricte soit émise. 



 144 

 

 

 

 

Fig 32 : 

 

(A) Histogramme représentant les variations des taux d’expression de l’ARNm RFRP dans des 

conditions de restriction (RA) et de restriction alimentaire suivie de réalimentation (RAR). Les 

variations mesurées ne sont pas significatives, d’après les tests non paramétriques de Mann-Whitney. 

 

(B) Histogramme représentant les variations des taux d’expression de l’ARNm RFRP dans des 

conditions de stress par confinement (CONF). Les variations mesurées sont significatives (p≤0,01), 

d’après les tests non paramétriques de Mann-Whitney. 
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Fig 32: Diagrammes représentant les variations des taux d’expression de l’ARNm RFRP 
sous restriction alimentaire [RA], restriction alimentaire suivie de réalimentation [RAR], 
et confinement [CONF]. 
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1 DISTRIBUTION DE LA MÉTASTINE ET DE RFRP : CARACTÉRI SATION 

DES NEURONES À RFRP 

Les principaux résultats concernaient la mise en évidence d’une nouvelle population de neurones 

de l’hypothalamus, dont une des caractéristiques essentielles, au même titre que les populations 

de neurones à MCH et à hypocrétines, est d’être spécifique de la région tubérale. 

 

1.1 DISTRIBUTION DES MARQUAGES IMMUNOHISTOCHIMIQUES ET 

D’HYBRIDATION IN SITU POUR MÉTASTINE ET RFRP. 

1.1.1 PREMIÈRES OBSERVATIONS ET CONFRONTATIONS AVEC LES 

DONNÉES DE LA LITTÉRATURE. 

Comme nous l’avons déjà amplement spécifié dans l’introduction, le projet initial de ce travail, 

en collaboration avec l’équipe suisse du Pr Pralong, concernait l’étude de la distribution du 

peptide métastine dans le cerveau de rat, afin de mieux comprendre son implication dans la 

régulation de l’axe gonadotrope, en particulier chez des animaux invalidés pour le récepteur au 

NPY et ayant un retard de puberté (Pralong et al., 2002). En 2005, lorsque ce travail a été initié, 

la distribution du peptide métastine dans le cerveau, bien que confirmée puisque peptide et 

ARNm étaient retrouvés, n’était pas encore fermement établie et des différences importantes 

existaient dans les résultats rapportés par différents auteurs. Ces divergences sont 

particulièrement apparentes dans la synthèse des données bibliographiques présentées dans le 

tableau ci-dessous (tableau 3). Pendant les années 2005-2006, les corps cellulaires étaient décrits 

dans de nombreux territoires hypothalamiques et extra-hypothalamiques, mais avec une très 

grande variabilité suivant les outils et le matériel utilisés, en particulier les anticorps et les 

espèces. Les résultats obtenus au laboratoire avec l’anticorps anti-hMet étaient tout à fait 

concordants aux premiers décrits dans la littérature avec ce même anticorps commercial 
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(Brailoiu et al., 2005). Notamment, les nombreux corps cellulaires observés dans la capsule du 

noyau ventromédian sur des coupes d’hypothalamus de rats mâles étaient aussi décrits par 

d’autres études. Par ailleurs, nos observations sur des animaux femelles en proestrus 

confirmaient l’expression du peptide de manière plus abondante dans le noyau arqué et les 

régions préoptiques (dans les noyaux antéroventral périventriculaire et périventriculaire), ce qui 

correspondait aussi avec des études concernant l’implication de métastine dans le contrôle de 

l’axe gonadotrope (voir introduction). 

REFERENCES OUTILS LOCALISATION CERVEAU ESPECES 

Muir et al., 2001 RT-PCR CPu, ACB, striatum, AMY, cervelet,  homme 

    hypothalamus   

Gottsch et al., 2004a HISradio (sMet) AVPV, PV, ARH, AMYm, ADP souris mâle 

Brailoiu et al., 2005 WB hypothalamus, moelle, tronc   

  IM (hMet) ACB, CPu, DMH, PVHpv,  rat 
    VMH, ARH, PVT, NTS   

Kinoshita et al., 2005 RT-PCR ARH-ME, POA, hypophyse rat femelle 

  IM (rMet #156-254) ARH  

Smith et al., 2005a/b HISradio (sMet) ARH, AVPV, PV souris 

Shahab et al., 2005 HIS ARH singe mâle 

Franceschini et al., 2006 IM (kp10 #566) ARH, DMH, MEPO brebis 

Clarkson et herbison., 2006 IM (kp10 #566) AVPV-PV, DMH-AHN, ARH  souris 

Smith et al., 2006b HISradio (rMet) AVPV, ARH rat femelle 

Pompolo et al., 2006 IM (hMet) ARH, BDB, POA brebis 

Sun et al., 2007 IM (hMet) ARH, PV, POA rat femelle 

Maeda et al., 2007 IM (hMet) et HIS ARH-ME, AVPV rat femelle 

Kauffman et al., 2007 HISradio (rMet) AVPV, ARH rat 

Adachi et al., 2007 IM (rMet #156-254) ARH, AVPV  rat femelle 

  HIS ARH, AVPV   

Yamada et al., 2007 RT-PCR, rMet  ARH-ME, AVPV, POA rat femelle 

  HIS ARH   

Greives et al., 2007 IM (hMet #T4771) AVPV, ARH hamster mâle 
 

Tableau 3 : Comparaison de la distribution des neurones à métastine, obtenue lors de différentes études. 
 

Cependant, de nombreuses divergences étaient évidentes, essentiellement avec les travaux 

effectués par hybridation in situ, lesquels ne décrivaient pas de marquages dans des territoires 

plus dorsaux au noyau arqué dans l’hypothalamus tubéral. 

En 2006, une équipe (Kriegsfeld et al., 2006) a publié une cartographie de la distribution du 

peptide RFRP, un membre de la même famille de peptides que la métastine mais appartenant à 
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un embranchement différent (classification de peptides RFamide par Osugi et al., 2006). Cette 

cartographie a été réalisée sur des cerveaux de hamsters en utilisant un anticorps dirigé contre le 

peptide GnIH d’oiseau. Cette cartographie de la distribution hypothalamique de GnIH/RFRP 

ressemblait à la cartographie que nous avions réalisée chez le rat mâle avec l’anticorps anti-

hMet. La sonde fournie par l’équipe suisse (Gottsch et al., 2004a), ne donnant aucun résultat sur 

notre matériel rat, des sondes métastine et RFRP ont alors été réalisées. Nous avons obtenu 

également les anticorps utilisés par Kinoshita et al., et par Franceschini et al., et pratiqué des 

tests d’inhibition en phase liquide de l’anticorps anti-hMet avec le peptide RFRP-1. 

 

1.1.2 DISCRIMINATION DES SYSTÈMES MÉTASTINERGIQUE ET RFRP  

CHEZ LE RAT. 

Sans vouloir revenir dans le détail, l’utilisation de ces différents outils nous a permis de 

comprendre l’organisation anatomique des systèmes RFRP et métastinergique. Parallèlement à 

nos efforts dans ce sens, des travaux -que nos observations confirmaient- étaient publiés. Chez le 

rat, l’anatomie des systèmes à RFRP et à métastine peuvent être résumés de la manière suivante : 

Par hybridation in situ avec des sondes complémentaires des ARNm RFRP et métastine, les 

marquages sont observés dans des noyaux hypothalamiques différents. L’ARNm de la métastine 

est exprimé majoritairement dans des neurones de l’AVPV et du noyau arqué. Quelques cellules 

du noyau médian de l’amygdale ont aussi été décrites comme exprimant un faible marquage. 

Nous avons retrouvé ces cellules, mais nous avons aussi observé quelques neurones dans les 

parties parvicellulaires antérieures du noyau paraventriculaire hypothalamique. L’ARNm de 

RFRP est quant à lui majoritairement décrit dans la capsule du noyau ventromédian. La 

distribution de ce système sera détaillée plus bas. 

Seul l’anticorps anti-Met de Franceschini et al. a fourni un marquage comparable dans l’AVPV 

et l’ARH. Cependant, cet anticorps donne aussi un marquage de corps neuronaux dans la capsule 
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du VMH, tout comme l’anticorps anti-hMet commercialisé par Phoenix Pharmaceuticals ; ce 

dernier ne marquant l’AVPV ou intensément le noyau arqué que chez les femelles en proestrus. 

Enfin, l’anticorps de Kinoshita et al. ne donne qu’un marquage du noyau arqué chez le mâle. 

Ainsi il devenait clair qu’aucun des anticorps n’était spécifique des neurones métastinergiques 

marqués par hybridation in situ, mais ces observations évoquaient au moins que l’anticorps anti-

hMet ainsi que l’anticorps de Franceschini et al. reconnaissent le peptide RFRP dans la capsule 

du noyau ventromédian. 

Des inhibitions en phase liquide de l’anticorps commercialisé (anti-hMet) avec des 

concentrations croissantes du peptide RFRP se sont donc montrées indispensables afin de 

spécifier le marquage immunohistochimique que nous avions obtenu. Une inhibition totale du 

marquage fourni par l’anticorps anti-hMet dans la capsule du noyau ventromédian et le noyau 

dorsomédian, a été obtenue pour une concentration de peptide RFRP égale à 10nM. Pour 

d’autres noyaux, comme le NTS, le marquage était toujours observé, suggérant la reconnaissance 

d’un autre système peptidergique non identifié marqué par cet anticorps. Ceci nous a donc amené 

à nous rendre à l’évidence que l’anticorps commercial n’était pas spécifique de la métastine mais 

marquait d’autres systèmes peptidergiques comme par exemple RFRP. En fait, cet anticorps est 

dirigé contre les dix derniers acides aminés situés à l’extrémité C-terminale. Par comparaison 

avec les séquences aminoacidiques des autres peptides de la famille RFamide, il s’est avéré que 

l’extrémité C-terminale (Arg[R]-Phe[F]-NH2) est relativement bien conservée entre les peptides 

des différentes espèces. Cependant, chez le rongeur, la métastine possède une extrémité C-

terminale ne différant que par un acide aminé : une tyrosine [Y]  remplace la phénylalanine [F] . 

La métastine de rongeur n’est pas un peptide RFamide au sens strict : il s’agit en fait d’un 

peptide RYamide, de la même façon que le peptide NPY en est un. De fait, des interactions 

croisées avec d’autres peptides de la famille RFamide sont envisageables (tableau 4). Des 

réactions de double marquage par hybridation in situ pour RFRP et immunohistochimie pour la 

métastine ont montré que tous les corps cellulaires RFRP-positifs contenaient également le  
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Tableau 4: Comparaison des séquences de 7 peptides RFamide (RFRP/GnIH, métastine, NPFF et 
PrRP) chez le rat, la souris, l’homme et les oiseaux. 

…pswytgrgirpvGRF-NH2 oiseau   
…pawyasrgirpvGRF-NH2 homme   
…pawytgrgirpvGRF-NH2 souris   
…pawytgrgirpvGRF-NH2 rat PrRP 

Non identifié oiseau   
…glnsqfwslaaPQRF-NH2 homme NPFF-2 (NPAF) 

slaaPQRF-NH2 souris   
slaaPQRF-NH2 rat NPFF-2 (NPSF) 

Non identifié oiseau   
rsqaflfqPQRF-NH2 homme   

flfqPQRF-NH2 souris   
flfqPQRF-NH2 rat NPFF-1 (NPFF) 

Non identifié oiseau   
…kdlpnynwnsFGLRF-NH2 homme   
…kdlstynwnsFGLRY-NH2 souris   

…kdmsaynwnsFGLRY-NH2 rat Métastine 
ssiqsllnLSQRF-NH2 oiseau GnIH-RP2 

vpnLPQRF-NH2 homme   
…eagtrshfpsLPQRF-NH2 souris   

…eagtmshfpsLPQRF-NH2 rat RFRP-3 
sikpsayLPLRF-NH2 oiseau GnIH 
sagatanLPLRS-NH2 homme   

Ø souris   
Ø rat RFRP-2 

kvpnsvanLPLRF-NH2 oiseau GnIH-RP1 
...ankvphsaanLPLRF-NH2 homme   
...ankvphsaanLPLRF-NH2 souris   
...ankvphsaanLPLRF-NH2 rat RFRP-1 

Séquence C-terminale Espèce Peptide RFamide 
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marquage fourni par l’anticorps dirigé contre la métastine humaine. Cette donnée a confirmé nos 

résultats obtenus par incubation en phase liquide de l’anticorps anti-hMet avec des 

concentrations croissantes du peptide RFRP. 

À la date à laquelle ce texte a été écrit, il n’existe donc aucun anticorps anti-métastine spécifique 

de ce peptide chez le rongeur. En effet, les anticorps ‘artisanaux’ actuellement utilisés 

nécessitent une pré-adsorption avec le peptide RFRP-GnIH, préalable à toute 

immunohistochimie, afin de visualiser le marquage métastinergique (Greives et al., 2007). 

 

1.1.3 ANATOMIE DU SYSTÈME RFRP CHEZ LE RAT ; DONNÉES CHEZ  

L’HOMME. 

Initialement, pensant analyser la distribution du système métastinergique, il s’est avéré, contrôle 

fait, que notre travail contribuait à caractériser dans l’hypothalamus, le système RFRP dont 

l’action supposée sur l’axe gonadotrope est opposée à celle de la métastine. L’absence d’outil 

immunologique spécifique de la métastine conjuguée aux difficultés rencontrées par l’équipe 

suisse de confirmer sur le modèle murin, le retard de puberté engendré par l’invalidation du gène 

du récepteur NPY5 (certainement dû à une dérive génétique de la souche), nous avons donc 

décidé de réorienter nos travaux sur l’analyse détaillée du système à RFRP. Notre intérêt pour ce 

système était renforcé par le fait que les neurones de cette population sont exclusivement 

localisés dans l’hypothalamus tubéral, caractéristique partagée par des neurones déjà étudiés 

depuis de nombreuses années au laboratoire (voir ci-après). 

Nous avons indiqué que la majorité des périkaryons RFRP est localisée dans la capsule du noyau 

ventromédian. Cependant, l’analyse fine pointe vers une distribution beaucoup plus complexe 

(Legagneux et al., 2009). En fait, des périkaryons ont été observés dans sept structures 

hypothalamiques par hybridation in situ avec la sonde préparée au laboratoire. Il est délicat de 

fournir une interprétation définitive à cette observation. Elle pourrait être l’indication que ces 
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neurones appartiennent à des populations différentes suivant leur localisation. Cependant, 

l’homogénéité de leur aspect morphologique ainsi que les résultats obtenus concernant leur 

genèse ne plaident pas en faveur de cette hypothèse. Leur localisation dans des structures 

adjacentes les rend susceptibles de recevoir des afférences d’origines différentes et donc d’être 

impliqués dans des circuits et des processus fonctionnels distincts. Ces points seront approfondis 

dans le troisième paragraphe de cette discussion. 

Certains périkaryons à RFRP sont dans des structures neuroendocrines (partie antérieure du 

noyau périventriculaire et noyau arqué). Le peptide étant lui-même expérimentalement impliqué 

dans des fonctions neuroendocriniennes telles que le contrôle de l’axe gonadotrope, nous avons 

recherché si certains des neurones le synthétisant pouvaient libérer leur produit de sécrétion 

directement dans le sang. Des injections intra-vasculaires du traceur rétrograde fluorogold ont 

donc été effectuées. La distribution des neurones neuroendocriniens dans l’hypothalamus, ayant 

concentré dans leur cytoplasme le traceur, correspondait en tout point à ce qui était attendu et 

décrit dans la littérature. Cette distribution ne sera donc pas commentée ici. Pour cette étude, 

nous avons utilisé l’anticorps anti-métastine humaine afin de détecter les neurones à RFRP, mais 

en limitant nos observations à l’hypothalamus tubéral. En effet, cette étude a été effectuée chez 

le rat mâle, et nous avons vu dans le paragraphe précédent que tous les neurones de 

l’hypothalamus tubéral marqués par l’anticorps anti-métastine sur ce matériel étaient également 

marqués par hybridation in situ avec la sonde RFRP, et le marquage fourni par l’anticorps était 

inhibé par l’incubation de l’IS avec du peptide RFRP. Cependant, aucun neurone hMet-positif 

n’était rétrogradement marqué, et donc les neurones à RFRP ne semblent pas neuroendocriniens. 

Cette donnée a été confirmée très récemment par une autre équipe : aucun neurone RFRP-

immunoréactif n’a incorporé le traceur fluorogold et aucune projection des neurones à RFRP n’a 

été observé avec les neurones neuroendocrines (Rizwan et al., 2009). 

L’incubation de l’anticorps anti-hMet avec le peptide RFRP a totalement inhibé le marquage des 

périkaryons hypothalamiques, mais aussi de la très grande majorité des fibres que nous avions 
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caractérisées en tant que ‘fibres épaisses’. La description que nous avons faite de ces fibres est 

très proche de la cartographie établie par Kriegsfeld et al. chez le cobaye avec l’anticorps anti-

GnIH de moineau. Cet anticorps et ceux de Fukusumi et al. et Yoshida et al. étaient les seuls 

spécifiques de ces neurones, et malgré nos efforts nous n’avons pu en obtenir. Nous devrons 

donc nous contenter d’une synthèse des observations de ces auteurs avec celles que nous avons 

effectuées avec l’anticorps anti-hMet. Néanmoins, une certaine représentation des projections 

RFRP peut ainsi se dégager. Le télencéphale basal et l’hypothalamus semblent les principales 

cibles des projections RFRP. En particulier, la région septale et notamment les noyaux médian et 

latéral du septum qui sont les plus innervés. Juste quelques fibres atteignent les régions 

corticales. Dans l’hypothalamus, les projections RFRP sont diffuses. Kriegsfeld et al. insistent 

sur l’innervation des neurones à GnRH dans les aires préoptiques ventrales (Kriegsfeld et al., 

2006). Il est vrai que nous avons observé des fibres plus nombreuses dans ces territoires. 

Cependant, après injections vasculaires de fluorogold, peu de projections hMet-positives ont été 

observées au contact des neurones ayant internalisés le traceur. Entre outre, les neurones de la 

région préoptique rétrogradement marqués ne nous ont pas semblé particulièrement innervés. Il 

nous faudra reprendre ce travail avec un anticorps spécifique, mais les données préliminaires ne 

plaident pas pour une action directe importante du système RFRP sur l’axe gonadotrope chez le 

rat mâle. Par ailleurs, aucun dimorphisme sexuel n’a été reporté dans la distribution de RFRP. 

Les autres systèmes neuroendocriniens ne semblent pas plus innervés, notamment dans les 

noyaux paraventriculaire, arqué ou périventriculaire. Mais encore une fois, cette étude nécessite 

l’utilisation d’un anticorps spécifique afin d’être complétée. Les travaux récents de Rizwan et al. 

ont confirmé nos résultats, à savoir qu’aucune fibre RFRP-immunoréactive n’est retrouvée dans 

l’éminence médiane (Rizwan et al., 2009). Cette observation a été réalisée grâce à un anticorps 

produit par l’équipe elle-même et dirigé contre le précurseur prépro-RFRP-3. Les projections 

descendantes ont été décrites chez le cobaye essentiellement dans la substance grise 

périaqueducale (Rizwan et al., 2009). Nos observations tendent à confirmer que ce territoire est 
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effectivement innervé par des projections RFRP. Cependant, nous avons aussi noté d’autres 

noyaux, et notamment le noyau de Barrington, qui sont la cible de projections modérées. Les 

données de la littérature sont compatibles avec cette observation, et la région du noyau 

dorsomédian est connue comme étant une source d’afférence au noyau de Barrington (Thompson 

et al., 1996) (fig 33). 

 

Parallèlement au projet initial de la distribution détaillée du peptide métastinergique dans le 

cerveau de rat, nous avons initié une étude de la distribution de ce peptide dans l’hypothalamus 

humain. En effet, du matériel issu de la collection de tissus humains obtenus par Brischoux en 

2002, était disponible en quantité réduite. À l’époque, aucune donnée concernant la distribution 

de la métastine dans le cerveau humain n’était disponible dans la littérature, ce qui est toujours le 

cas à l’heure actuelle. Les seules données disponibles chez l’homme concernaient la 

physiopathologie du système métastinergique, peptide et récepteur (De Roux et al., 2003 ; 

Seminara et al., 2003). Les auteurs s’intéressaient principalement à l’implication physiologique 

de la métastine et de son récepteur GPR54 dans des troubles de l’axe gonadotrope, en particulier 

l’hypogonadisme hypogonadotropique isolé. Cette pathologie se manifeste par un défaut de la 

sécrétion hypophysaire d’hormones FSH ‘follicle-stimulating hormone’ et LH ‘luteinizing 

hormone’ qui se traduit par un développement pubertaire retardé, voire une stérilité. Elle peut 

également se manifester par des troubles de la sécrétion de GnRH ‘gonadotropin-releasing 

hormone’ au niveau hypothalamique. Les auteurs des deux études ont montré que 

l’hypogonadisme hypogonadotropique isolé est dû à une perte de fonction du récepteur GPR54, 

incapable de lier le peptide actif, la métastine. 

Dans ce cadre, des études par immunohistochimie avec l’anticorps anti-hMet ont été réalisées sur 

des coupes d’hypothalami humains. L’anticorps a fourni un marquage de quelques corps 

cellulaires dans deux noyaux hypothalamiques (AVPV et PVi), et des fibres très abondantes de 

façon diffuse dans l’hypothalamus. Aussi, basé sur nos résultats obtenus chez le rat, il a été  
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suspecté une aspécificité de l’anticorps également chez l’homme. En effet, le marquage fourni 

par l’anticorps dans le noyau antéroventral périventriculaire (AVPV) pourrait être le marquage  

métastinergique. Mais, celui observé dans l’hypothalamus tubéral (notamment le PVi) semblerait 

être celui de la population de neurones à RFRP. Ce travail est un préliminaire à une étude plus 

détaillée : par préciosité du matériel humain disponible et surtout par manque de spécificité de 

l’anticorps dirigé contre la métastine humaine, une incubation en phase liquide de l’anticorps 

avec le peptide RFRP n’a pas été réalisée sur ce matériel. 

 

1.2 LES NEURONES À RFRP : UNE POPULATION NEURONALE À PA RT 

ENTIÈRE. 

Comme il l’a été présenté dans les résultats, la population de neurones à RFRP est unique. Elle 

est exprimée dans sept noyaux exclusivement hypothalamiques, incluant la partie postérieure du 

noyau antérieur, les parties antérieure, intermédiaire et postérieure du noyau périventriculaire, les 

noyaux dorsomédian et arqué, et pour beaucoup dans la capsule du noyau ventromédian 

(Legagneux et al., 2009). Ces structures appartiennent majoritairement à l’hypothalamus tubéral 

et sont localisés à proximité chacune des autres. Les neurones à RFRP forment donc une 

‘condensation cellulaire’ ne respectant pas les limites cytoarchitectoniques définies. 

L’hypothalamus tubéral est le siège de ce qui est appelé au laboratoire, la ‘zone à MCH’. Cette 

zone correspond à l’aire de distribution des neurones à MCH dont la localisation hypothalamique 

est aussi limitée à l’hypothalamus tubéral. En fait, comparés aux neurones à RFRP, les neurones 

à MCH les plus antérieurs sont observés au niveau postérieur du noyau paraventriculaire et les 

plus postérieurs voisins du recessus prémamillaire. Les neurones à RFRP les plus antérieurs et 

postérieurs sont observés aux mêmes niveaux de coupe. Les neurones à MCH ne forment pas 

une population homogène et nous avons rappelé dans l’introduction qu’au moins deux sous-

populations peuvent être différenciées ; l’une étant formée par des neurones à MCH exprimant 
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un autre neuropeptide appelé CART (Broberger, 1999 ; Vrang et al., 1999 ; Cvetkovic et al., 

2004). Cette population occupe des territoires sensiblement plus médians (région périfornicale, 

rostromédiane de la zona incerta) que les autres (restreints aux aires latérales de l’hypothalamus 

voisines du pédoncule cérébral). En 2001, Brischoux et al. avaient envisagé l’existence d’une 

troisième sous-population occupant les aires les plus médianes de la ‘zone à MCH’, c'est-à-dire 

la capsule du noyau ventromédian, la partie antérieure du noyau dorsomédian et la partie 

postérieure du noyau périventriculaire. Ces structures sont occupées également par des 

périkaryons à RFRP. L’hypothèse que RFRP soit exprimé dans les périkaryons d’une éventuelle 

troisième sous-population de neurones à MCH nous a alors semblé plausible. Par ailleurs, la 

‘zone à MCH’ contient d’autres populations de neurones, notamment ceux à hypocrétine dont les 

limites antérieures et postérieures sont semblables, et sont aussi observés dans des territoires 

hypothalamiques médians et périventriculaires. En combinant hybridation in situ pour RFRP et 

immunohistochimie pour MCH ou Hcrt, nous avons tenté de vérifier la co-expression de ces 

peptides au sein des mêmes cellules. Nous n’avons jamais observé de co-expression (Fig 34). Il 

pourrait être envisagé que le précipité correspondant au signal d’hybridation inhibe le marquage 

immunohistochimique. Cette hypothèse a été rejetée, puisque la co-expression des signaux RFRP 

(hybridation in situ) et hMet (immunohistochimie) a été obtenue, et a donc permis de vérifier la 

coexistence des deux signaux dans les mêmes neurones. La seule conclusion qui s’impose est 

donc que l’ARNm RFRP est exprimé dans des cellules voisines de celles à MCH et Hcrt 

(Legagneux et al., 2009). En revanche de nombreuses images d’accolement de neurones ont été 

observées, confirmant la co-localisation des corps cellulaires. Enfin, de nombreux boutons 

immunoréactifs on été observés à proximité immédiate des somas RFRP suggérant une 

innervation ; ce point particulier sera évoqué plus loin. 

D’autres populations de neurones sont présentes dans les territoires à RFRP, il s’agit par exemple 

de neurones dopaminergiques (exprimant la tyrosine-hydroxylase, l’enzyme de synthèse de la 

dopamine) et de neurones somatostatinergiques. De façon similaire aux deux premières études de 
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co-expression, une recherche de co-localisation entre les neurones à RFRP et les neurones TH- et 

/ou somatostatine-positifs a été initiée. La distribution des neurones dopaminergiques est assez 

complexe. Les travaux d’Hökfelt ont permis de décrire la population de neurones 

dopaminergiques en différents groupes cellulaires A11 à A14 (Hökfelt et al., 1984). Chacun des 

quatre groupes est localisé de façon spécifique dans un noyau particulier : A11 dans 

l’hypothalamus postérieur, A12 dans le noyau arqué, A13 dans la partie rostromédiane de la 

zona incerta et A14 dans la partie antérieure du noyau périventriculaire. Par les techniques de 

double marquage, seul le groupe A14 présente des corps cellulaires en contact étroit avec des 

corps cellulaires à RFRP, suggérant une co-localisation partielle dans les mêmes territoires mais 

aucun double marquage n’a été observé. Les neurones somatostatinergiques sont retrouvés de 

façon abondante dans la partie antérieure du noyau périventriculaire et projettent massivement 

dans le noyau ventromédian, ce qui a permis de confirmer la localisation des neurones à RFRP 

dans la capsule du noyau ventromédian, à la limite du territoire d’innervation par les fibres 

somatostatinergiques. Aucune cellule somatostatinergique n’exprime l’ARNm RFRP. 

Cependant, quelques corps cellulaires localisés dans la partie intermédiaire du noyau 

périventriculaire et dans le noyau arqué semblent recevoir une innervation par des projections 

somatostatinergiques. 

 

Enfin, de nombreuses études ont suggéré une implication des neurones à RFRP/GnIH dans le 

contrôle de l’axe gonadotrope chez les oiseaux (Tsutsui et al., 2000). L’axe gonadotrope est 

gouverné par la sécrétion de la GnRH dans le système porte hypophysaire. Les neurones à GnRH 

sont localisés dans les territoires préoptiques ventraux chez le rat, à l’extérieur des territoires 

d’expression de l’ARNm RFRP. Nous avons tenté d’identifier d’éventuels contacts entre des 

fibres GnRH et des cellules RFRP, ces projections transitant par des voies ventrales ou 

périventriculaires. Quasiment aucun rapprochement n’a été observé. Avec les premiers résultats 

concernant l’innervation par des fibres hMet-positives/probablement à RFRP de périkaryons 
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neuroendocriniens dans les régions préoptiques ventrales, il semble qu’il y ait peu de relation 

anatomique directe entre système à RFRP et système à GnRH. 

En conclusion pour cette partie, nos données actuelles plaident pour une indépendance de la 

population RFRP, au moins par rapport aux neurones à MCH, Hcrt, TH et somatostatinergique. 

Il est bien évident que cette liste n’est pas exhaustive, et d’autres neuropeptides sont présents 

dans les territoires RFRP. En fait, parmi ceux-ci, il est important de signaler ici que le peptide 

NPFF, qui est un peptide de la même famille que RFRP, est exprimé dans des cellules voisines 

de celles à RFRP (Liu et al., 2001). Nous avons tenté de vérifier cette information en préparant 

une sonde complémentaire de l’ARNm NPFF. Malheureusement, cette sonde ne nous a donné 

aucun résultat, mais des travaux rapportant la co-distribution NPFF/RFRP indiquaient clairement 

que les deux peptides sont dans des neurones différents (Liu et al., 2001 ; Yano et al., 2003 ; 

Yoshida et al., 2003). 

 

Fig 34 : Représentation schématique de la distribution comparée des différentes populations neuronales (MCH, 
HCrt, TH, Met et RFRP) dans l’hypothalamus tubéral de rat. 
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2 ONTOGENÈSE ET DÉVELOPPEMENT DU SYSTÈME RFRP 

2.1 GENÈSE DES NEURONES À RFRP 

Nos résultats ont été basés essentiellement sur la technique d’injection intrapéritonéale du BrdU 

couplée à la technique d’hybridation in situ afin de déterminer la date de naissance des neurones 

à RFRP. L’utilisation du 5-Bromo-2’-désoxyUridine comme marqueur de prolifération a été 

permise grâce à la production d’un anticorps monoclonal anti-BrdU initialement développé par 

l’équipe de Gratzner mais largement commercialisé maintenant, et grâce au développement 

d’une technique immunohistochimique pour la détection du BrdU incorporé à l’ADN (Gratzner, 

1982). Initialement, le BrdU était largement étudié pour son activité tératogène. Injecté 

quotidiennement à des femelles en gestation, il provoque des malformations fœtales dans la 

totalité de l’organisme en formation (Ruffolo et Ferm, 1965 ; Skalko et al., 1971 ; Webster et al., 

1973 ; Scott, 1981 ; Nagao et al., 1998 ; Kolb et al., 1999). Nous avons nous-mêmes également 

constaté des modifications du pelage (apparition de taches supplémentaires) (Kolb et al., 1999) 

et une légère déviation de la queue de la progéniture issue de femelles injectées une seule fois à 

un temps donné de la gestation. Néanmoins, cette technique est très largement utilisée pour 

étudier la prolifération cellulaire in vitro ou in vivo. Elle a déjà été utilisée avec succès par notre 

équipe pour l’analyse de la genèse des neurones à MCH et à Hcrt (Brischoux et al., 2001 ; Amiot 

et al., 2005). Le protocole mis en œuvre consiste en une injection unique aux femelles en 

gestation, limitant ainsi l’apparition d’effets secondaires. Le BrdU serait incorporé dans les 

cellules en phase S durant les deux heures suivant l’injection, et l’excès éliminé par le foie. 

Les résultats que nous avons obtenus montrent que les neurones à RFRP naissent en un pic étroit 

aux 13ème-14ème jours de vie embryonnaire (Legagneux et al., 2009). Cette donnée concorde avec 

les données de la littérature. En effet, il a été montré que de nombreuses populations de neurones 

localisés dans des structures proches du troisième ventricule dans l’hypothalamus tubéral et 

antérieur naissent pendant cette période. D’après Markakis et Swanson, les neurones 
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parvocellulaires neuroendocrines et non neuroendocrines des noyaux paraventriculaire, 

périventriculaire et arqué naissent durant cette même période (Markakis et Swanson, 1997). Au 

plus haut du pic, un peu moins de 20% des neurones à RFRP contiennent le signal BrdU. Cette 

observation est compatible avec une fenêtre d’incorporation du BrdU de 2 h après l’injection, et 

notre protocole qui consistait en une injection unique pour chaque stade. 

Deux points d’intérêt pour nous sont à souligner : tout d’abord, le fait que les neurones à RFRP 

soient générés en un pic étroit suggère qu’ils forment une population relativement homogène 

malgré leur localisation dans des structures cytoarchitectoniques hypothalamiques voisines mais 

distinctes. Par ailleurs, les neurones à RFRP bordent médialement la ‘zone à MCH’ ; c’est-à-dire 

qu’ils sont localisés dans une zone de l’hypothalamus tubéral avec les mêmes frontières 

antéropostérieures que les neurones à MCH, mais ne sont co-localisés qu’avec les plus médians 

de ces derniers. Les travaux effectués au laboratoire et déjà exposés dans l’introduction, ont 

montré que les sous-populations de neurones à MCH sont générées à des temps différents : 

grossièrement, les plus latéraux naissent avant les plus médians. Il est intéressant de constater 

que le pic de genèse des neurones à RFRP est légèrement plus tardif que les neurones à MCH à 

projections corticales (E12-E13), par contre les neurones à MCH co-localisés avec ceux à RFRP 

naissent de E14 à E16. Enfin, les neurones à hypocrétines sont générés en un pic étroit à E12. 

Ainsi, nos résultats associés à ceux précédemment obtenus permettent une meilleure 

compréhension de l’ontogenèse de la région tubérale de l’hypothalamus. Diverses populations de 

neurones sont générées par vagues successives, avec alternativement les neurones à MCH à 

projection spinale (type A à E11) puis les neurones à hypocrétines (E12), les neurones à MCH à 

projection corticale (type B à E12-E13), les neurones à RFRP (E13-E14) et enfin les neurones à 

MCH plus périventriculaires (peut-être un type C d’après Brischoux et al., 2001, à E14-E16). 

Ces neurones se mettant en place suivant un schéma grossièrement de latéral à médian (Fig 35), 

cette hypothèse attire trois commentaires : 
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- dans le télencéphale, et notamment dans le cortex, les divers types neuronaux qui s’établissent 

suivant un gradient ‘inside-out’ sont générés suivant le même schéma de vagues successives 

(Molyneaux et al., 2007) : il pourrait donc s’agir d’un phénomène général de production des 

différents territoires cérébraux, et pas seulement réservé aux structures d’organisation laminaire. 

- Il est évident que les pics de production des neurones les plus précoces sont plus étroits que 

ceux produits plus tardivement (par exemple, Hcrt à E12 et RFRP à E13-E14) ; cette observation 

est compatible avec l’allongement de la durée du cycle cellulaire (notamment G1) avec le stade 

embryonnaire. Le cycle cellulaire étant plus long, les neurones sont générés sur une période de 

temps plus importante. 

- il est vraiment tentant de comparer ces vagues de genèse de neurones à projection descendante 

très longues, puis à des projections descendantes plus courtes et à des projections ascendantes, et 

enfin à projection plutôt intra-hypothalamique à la différenciation des zones latérale, médiane et 

périventriculaire de l’hypothalamus. 

 

 

Fig 35 : Diagramme schématique des vagues successives de neurogenèse dans l’hypothalamus tubéral des neurones 
MCH-A, Hcrt, MCH-B, RFRP (et MCH-C ?), et leur localisation schématique (voir texte pour détails) sur une 
coupe frontale d’hypothalamus de rat (niveau 28 de l’atlas de Swanson, 1992). 
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2.2 DIFFÉRENTIATION DES NEURONES À RFRP 

Les observations obtenues sur notre matériel tendraient à indiquer que les neurones à RFRP 

appartiennent aux populations de neurones qui acquièrent leur phénotype chimique tardivement. 

Les premiers corps cellulaires détectés par hybridation in situ n’ont été révélés qu’au 3ème jour de 

vie postnatale (P3) majoritairement en position périventriculaire. Le nombre de corps cellulaires 

RFRP-positifs est en petite quantité au 3ème jour de vie postnatale. Ces périkaryons continuent de 

se différencier jusqu’au 6ème jour de vie postnatale (P6) vers des aires plus latérales de la capsule 

du noyau ventromédian, de façon très similaire à la distribution observée dans le cerveau adulte 

de rongeur. De plus, contrairement aux travaux de Yano (2004), nous n’avons pas observé de 

neurones à RFRP en-dehors des sept noyaux hypothalamiques précédemment cités. Très peu 

d’informations ont été publiées concernant l’évolution de l’organisation du système à RFRP 

pendant l’ontogenèse. En fait, seule une étude concernait des dosages des taux d’expression et de 

détection de l’ARNm RFRP, ou la détection des peptides (Yano et al., 2004). Les auteurs 

rapportaient différentes dates de détection de l’ARNm RFRP ou des peptides, RFRP-1 et RFRP-

3, issus du précurseur. Ils ont montré par des techniques de RT-PCR, que l’ARNm RFRP était 

exprimé dans le cerveau de rongeur à partir du 15ème jour de vie embryonnaire (E15). Une 

analyse par hybridation in situ avec une sonde radiomarquée, a révélé la présence de l’expression 

de l’ARNm RFRP au 16ème jour de vie embryonnaire (E16) dans la partie caudale de 

l’hypothalamus. Par l’utilisation d’anticorps non commerciaux dirigés contre les peptides RFRP-

1 et RFRP-3, les auteurs ont montré que les corps cellulaires contenant ces peptides étaient 

respectivement détectés aux 16ème et 17ème jours de vie embryonnaire (E16 et E17), alors que les 

premières fibres immunoréactives sont observées dès le 18ème jour de vie embryonnaire (E18). 

D’autres territoires -télencéphale, thalamus, mésencéphale, tronc cérébral et moelle- sont aussi 

concernés par l’expression de ces peptides RFRP-1 et RFRP-3, dans les derniers jours de vie 

embryonnaire (E20-E21). Yano et al., ont montré également que la population de neurones à 

RFRP exprimée dans l’hypothalamus avait acquis définitivement son phénotype chimique dès la 
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naissance (P0). Les différences obtenues entre notre équipe et celle de Yano et al. pourraient être 

dues à des différences inter-souche, ces auteurs ayant travaillé sur la souche ‘Sprague-Dawley’. 

Cependant, elles reflètent peut-être ainsi des différences de sensibilité des techniques utilisées 

(RT-PCR et hybridation in situ ‘sondes chaudes’ pour Yano et al. ; hybridation in situ ‘sonde 

digoxygénine’ en ce qui nous concerne). Nous n’avons pas poursuivi nos investigations dans ce 

domaine parce que, d’une part nous étions plus intéressés par l’aspect neurogenèse du 

développement de ces neurones, et par ailleurs, toujours parce que nous étions limités dans nos 

investigations, dû à des infrastructures défaillantes (capacité d’accueil d’animalerie, absence de 

salle chaude opérationnelle). Ainsi, nous n’avons pas pu tenter de vérifier nos observations chez 

des animaux de la souche ‘Sprague-Dawley’. 

 

3 APPROCHE MORPHOFONCTIONNELLE DU SYSTÈME RFRP 

Les résultats concernant les fonctions potentielles et les afférences au système à RFRP seront 

discutés dans un paragraphe unique pour deux raisons essentielles : tout d’abord, certains des 

résultats que nous avons obtenus sont trop préliminaires pour que des conclusions définitives 

puissent être effectuées. Par ailleurs, il existe un lien évident direct entre les fonctions de ces 

neurones et les circuits dans lesquels ils sont impliqués. 

Comme nous l’avons indiqué dans le rappel bibliographique, la majorité des travaux concernant 

les fonctions des peptides issus du prépro-RFRP, a concerné leur implication dans le contrôle de 

l’axe gonadotrope, et donc dans la reproduction ou les comportements reproducteurs au sens 

large. Ces travaux ont surtout été menés chez l’oiseau où un peptide GnIH (RFRP-2) est 

identifié. Chez les mammifères, le RFRP-2 (GnIH) n’est pas systématiquement présent dans le 

précurseur. Par exemple, il n’existe pas chez le rat ou la souris, ce qui ne présage en rien du rôle 

des neurones. Nous ne reviendrons pas ici sur les arguments en faveur de l’intervention des 

neurones à RFRP dans la reproduction chez les oiseaux et les mammifères (voir l’introduction 
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sur les peptides RFRP). Néanmoins, comparé à l’analyse des projections RFRP telles que nous 

les avons décrites avec l’anticorps anti-hMet, ou telles que rapportées par d’autres auteurs avec 

des anticorps plus spécifiques, un lien direct avec l’axe gonadotrope semble assez ténu. Des 

projections dans les territoires ventraux des aires préoptiques où sont localisés les périkaryons à 

GnRH sont effectivement observées, et des boutons sur des neurones à GnRH ont été décrits 

dans la littérature chez le cobaye (Kriegsfeld et al., 2006 ; Johnson et al., 2007). Nous avons 

également observé des contacts sur des neurones neuroendocrines préoptiques qui correspondent 

probablement à des neurones à GnRH. Cependant, ces projections ne nous ont pas semblé 

abondantes. Mais bien évidemment, nos observations sont à prendre avec prudence dans le sens 

où notre anticorps n’était pas spécifique, et nous ne nous étendrons pas davantage sur ce point. 

Un autre argument, plus convaincant à nos yeux, plaide en faveur, non pas de l’absence de 

l’implication du système à RFRP dans le contrôle de l’axe gonadotrope, mais plutôt de sa 

participation dans d’autres fonctions : la localisation de nombreux corps cellulaires dans la 

capsule du VMH et certains territoires adjacents tels que le noyau dorsomédian. Peu de choses 

sont connues sur cette capsule du VMH. Le noyau ventromédian lui-même, tout du moins sa 

partie ventrolatérale qui ne contient aucun neurone à RFRP, est impliquée dans le phénomène de 

lordose, exprime abondamment les récepteurs aux stéroïdes sexuels (estrogène et progestérone). 

La partie dorsomédiane du noyau n’exprime que le récepteur aux androgènes, et la capsule du 

noyau ne semble pas particulièrement marquée pour les récepteurs aux hormones stéroïdiennes 

(Simerly et al., 1990). Le noyau dorsomédian qui contient quelques corps cellulaires à RFRP 

n’est par ailleurs pas connu non plus comme un acteur essentiel du contrôle de l’axe 

gonadotrope. Ce noyau est impliqué dans d’autres fonctions telles que le contrôle des rythmes 

circadiens grâce à ces connexions avec le noyau suprachiasmatique et la région 

subparaventriculaire (Chou et al., 2003). De manière intéressante, un travail récent a montré que 

les neurones à RFRP chez le hamster sont modulés par la photopériode via un processus 

dépendant de la mélatonine, mais indépendant des stéroïdes sexuels (Revel et al., 2008). 
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Cependant, aucune évidence de contrôle de l’expression de RFRP par la photopériode n’a été 

observée chez le rat. 

En revanche, la capsule du VMH, qui contient une majorité de neurones à RFRP, reçoit des 

afférences extrêmement abondantes de structures associées aux comportements de défense. En 

effet, il est signalé dans la littérature que le noyau antérieur de l’hypothalamus et certaines 

divisions du noyau latéral du septum projettent sur la partie dorsomédiane du VMH, ainsi que 

sur la capsule. À l’époque, ces projections furent assimilées à des afférences au VMH lui-même 

et les résultats interprétés uniquement dans ce sens. En effet, l’organisation cytoarchitectonique 

de la région était basée sur les travaux de Millhouse des années 1960-80, qui montraient par la 

technique de Golgi que des dendrites de neurones du VMH s’étendaient en-dehors du noyau 

dans une ‘cell poor zone’ ou ‘zone pauvre en cellule’ aussi appelée capsule. Les fibres dans la 

capsule étaient donc supposées innerver ces dendrites. Avec l’identification de neurones 

spécifiquement localisés dans cette capsule, et pas dans le VMH lui-même, il était nécessaire de 

réévaluer ces observations. L’analyse des projections ayant internalisé le PHA-L après injection 

dans le noyau antérieur, montre que ce noyau, mais surtout ces parties centrale et postérieure, 

innerve autant le VMH que la capsule. Ces projections qui se divisent en de nombreuses courtes 

collatérales ne marquent pas la frontière du noyau, donnant le sentiment d’innervation d’un 

territoire homogène. En revanche, les fibres issues du noyau latéral du septum se terminent 

spécifiquement dans la capsule du VMH, où sont localisés de nombreux corps cellulaires à 

RFRP. Par double marquage, nous avons confirmé que des projections issues de ces territoires 

innervent des périkaryons à RFRP marqués par hybridation in situ. Ces fibres respectent 

parfaitement la partie dorsomédiane de la capsule du VMH, ne pénétrant que peu les structures 

nucléaires voisines. Un autre point intéressant est que ces fibres sont issues d’une division 

spécifique du LSN appelée LSNr.dl (Risold et Swanson, 1997). Il est hors de propos de revenir 

ici en détail sur les divisions anatomiques de ce noyau télencéphalique. Plus d’une vingtaine ont 

été identifiées. Le point intéressant est que cette partie du LSN projette également de manière 



 170 

très massive sur le AHN, aussi bien la partie antérieure que centrale et postérieure (Risold et al., 

1994). Les noyaux antérieur et ventromédian (partie dorsomédiane) sont impliqués dans 

l’intégration et la réalisation des réponses comportementales liées aux réactions de stress et de 

défense. En effet, comme nous l’avons vu, le noyau ventromédian reçoit des projections du 

noyau antérieur de l’hypothalamus, lui-même innervé massivement par des projections issues du 

noyau latéral du septum. Ceci forme la partie du circuit lié aux comportements de défense, située 

en amont du noyau ventromédian. A partir de ce dernier, la partie avale du circuit implique le 

noyau prémamillaire dorsal et la substance grise périaqueducale (Risold et al., 1994 ; Risold et 

Swanson, 1997). Ainsi, il nous est apparu essentiel de vérifier si les neurones à RFRP sont 

susceptibles d’être impliqués dans les réactions de stress et de défense. Des expérimentations ont 

donc été réalisées sur des rats mâles placés pendant 3 heures dans des conditions 

d’immobilisation totale afin de doser d’éventuelles variations des taux d’expression des ARNm 

RFRP. Seul ce paradigme a pu être mis en œuvre, et nous sommes conscients qu’il est nécessaire 

de compléter cette expérience par d’autres faisant appel à d’autres conditions expérimentales 

(exposer les animaux à un prédateur ou son odeur, par exemple). Néanmoins, nos résultats ont 

montré une augmentation significative de ces taux, de l’ordre de 30%. Cette donnée semble 

confirmer notre hypothèse concernant la participation de la population de neurones dans des 

fonctions associées au stress ou aux réactions de défense. Il est intéressant de replacer dans ce 

contexte l’innervation du noyau de Barrington qui a été observée lors de l’étude de la distribution 

du marquage fourni par l’anticorps anti-hMet. Comme nous l’avons rappelé à plusieurs reprises, 

nous avons montré que cet anticorps était aspécifique et marquait en autres la population de 

neurones à RFRP : nous reformulons ici nos remarques de prudence. Le noyau de Barrington 

semble être impliqué dans les circuits liés au stress (Sved et al., 2002), et en particulier la 

miction (Satoh et al., 1978 ; Mallory et al., 1991 ; Blok, 2002). Il serait donc possible que les 

neurones à RFRP par l’intermédiaire de ces projections interviennent dans les phénomènes de 
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miction fréquemment observés chez les rongeurs en situation de stress et en tant que réaction de 

défense (Fig 36). 

 

Enfin, des données de la littérature indiquent que l’homologue du peptide RFRP stimule la prise 

alimentaire chez le poulet après avoir été injecté dans les ventricules latéraux (Tachibana et al., 

2005). Cette étude a été réalisée en utilisant des peptides synthétiques. Chez les oiseaux, à partir 

du précurseur des peptides GnIH, trois peptides sont synthétisés : GnIH, GnIH-RP1 

‘gonadotropin-inhibitory hormone-related peptide 1’ et GnIH-RP2 ‘gonadotropin-inhibitory 

hormone-related peptide 2’. Ces peptides possèdent la même extrémité C-terminale. Cependant, 

ils possèdent chacun une extrémité N-terminale spécifique. Cette dernière est la plus importante 

dans les fonctions orexigènes de cette famille GnIH. En effet, des injections de l’extrémité C-

terminale tronquée ne permettent pas la stimulation de la prise alimentaire chez les poulets. Très 

récemment, l’hypothèse de l’implication de la famille des peptides RFRP dans la prise 

alimentaire a été émise chez les mammifères (Bechtold et Luckman, 2007). Parce que co-

localisés avec des périkaryons à MCH et Hcrt, la question de la participation de ces neurones au 

contrôle de la balance énergétique s’est tout naturellement posée. Des études préliminaires ont 

été effectuées. Les résultats obtenus montre une tendance à une diminution de l’expression de 

l’ARNm RFRP dans des conditions de jeûne et un retour à la normale ou légèrement plus que la 

normale après réalimentation. Nous nous contenterons ici d’acter ces observations qui semblent 

montrer des variations d’expression inférieures à celle constatées après stress d’immobilisation. 
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Nous avons déjà insisté dans ce manuscrit sur les raisons qui nous ont conduits à réorienter nos 

travaux par rapport à nos objectifs initiaux, et nous ne reviendrons pas sur ce point ici. 

Concrètement, nos travaux ont concerné pour l’essentiel une population de neurones producteurs 

des peptides RFRP. Par hybridation in situ, nous en avons analysé la distribution détaillée des 

corps cellulaires. Ces neurones sont spécifiques de l’hypothalamus tubéral. Ils bordent un 

territoire appelé ‘zone à MCH’ et caractérisé par des neurones producteurs des peptides MCH ou 

Hcrt étudiés au laboratoire. L’analyse de la genèse des neurones à RFRP montre qu’ils naissent 

en un pic aux 13-14èmes jours de vie embryonnaire. Ces résultats complètent les données 

précédemment obtenues concernant la genèse des neurones à MCH et Hcrt et fournissent des 

informations essentielles afin de mieux comprendre la différenciation médiolatérale de 

l’hypothalamus. 

D’un point de vue morpho-fonctionnel, les neurones à RFRP reçoivent des afférences d’origines 

hypothalamiques et extrahypothalamiques. Certaines de ces afférences ciblent spécifiquement 

leur territoire de distribution dans l’hypothalamus tubéral, notamment celles issues d’une 

division du noyau latéral du septum. En revanche, les projections RFRP innervent 

prioritairement des structures hypothalamiques ou proches de l’hypothalamus (télencéphale 

basal), où elles sont distribuées de manière assez diffuse. Cette population a été impliquée 

expérimentalement dans le contrôle de l’axe gonadotrope et est sensible à la photopériode. Nos 

travaux suggèrent par ailleurs sa participation dans d’autres comportements sociaux (défense) ou 

liés au stress, ainsi que peut-être dans le contrôle de la balance énergétique. Cette variété de 

réponse plaide en faveur de son intégration dans le ‘réseau générateur de schéma viscéromoteur’ 

(‘visceromotor pattern generator network’) avancé par Thompson et Swanson (2003) et impliqué 

dans la coordination des réponses neuroendocrines et viscérales caractéristiques de l’expression 

des comportements motivés. Cependant, il est clair que beaucoup de nos travaux sont encore trop 

préliminaires, et nécessitent d’être complétés et poursuivis afin de mieux comprendre les 

fonctions de ces neurones et les circuits dans lesquels ils sont impliqués. 
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