503%6
19 34

499 50376
| 1981
N* D'ORDRE 532 195

UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

THESE

présentée i
I’Université des Sciences et Techniques de Lille
pour obtenir le grade de
DOCTEUR ES-SCIENCES NATURELLES
par

Bernard CARETTE

EFFETS DE DIFFERENTS NEUROREGULATEURS
APPLIQUES PAR MICROIONTOPHORESE
OU PAR COMPRESSION SUR L'ACTIVITE
UNITAIRE DE NEURONES ENDOCRINES

PARVOCELLULAJRES. ET ADJACENTS

C\v ,A/j_
‘\

CHEE LE. COBAYE

'f

\ LH_\V/

Soutenue le 17 décembre 4981 devant la Commission d'examen

MM. P. GUILBAULT, Président
J. BARRY, Rapporteur
J.-D. VINCENT, Rapporteur
J.-P. ROUSSEAU, Examinateur
M. PORCHET, Examinateur



UNIVERSITE DES SCIENCES
ET TECHNIQUES DE LILLE

DOYENS HONORAIRES De 1'Ancienne Faculté des Sciences

‘MM. R.DEFRETIN, H.LEFEBVRE, M.PARREAU.

PROFESSEURS HONORAIRES des Anciennes Facultés de Droit
et Sciences Economiques, des Sciences et des Lettres

MM. ARNOULT, Mme BEAUJEU, BONTE, BROCHARD, CHAPPELON, CHAUDRON, CORDONNIER,

" CORSIN, DECUYPER, DEHEUVELS, DEHORS, DION, FAUVEL, FLEURY, P.GERMAIN, GLACET,
GONTIER, HEIM DE BALSAC, HOCQUETTE, KAMPE DE FERIET, KOURGANOFF, LAMOTTE,
LASSERRE, LELONG, Mme LELONG, LHOMME, LIEBAERT, MARTINOT-LAGARDE, MAZET,
MICHEL, PEREZ, ROIG, ROSEAU, ROUELLE, SAVARD, SCHILTZ, WATERLOT, WIEMAN,
ZAMANSKI.

PROFESSEUR EMERITE

M. A.LEBRUN.

ANCIENS PRESIDENTS DE L'UNIVERSITE
DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

MM. R.DEFRETIN, M.PARREAU, J.LOMBARD.

PRESIDENT DE L'UNIVERSITE
DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

M. M.MIGEON.
PROFESSEURS ~ CLASSE EXCEPTIONNELLE
M. DURCHON Maurice Biologie Expérimentale
M. GABILLARD Robert Electronique
M. HEUBEL Joseph Chimie Minérale
M. MONTREUIL Jean Biochimie
M. PARREAU Michel Analyse
Mme SCHWARTZ Marie-Héléne Géométrie
M. TRIDOT Gabriel Chimie Appliquée
M. VIVIER Emile Biologie Cellulaire
M. WERTHEIMER Raymond Physique Atomique et Moléculaire
PROFESSEURS - lére (Classe
M. BACCHUS Pierre Astronomie
M. BEAUFILS Jean-Pierre Chimie Physique
M. BECART Maurice Physique Atomique et Moléculaire
M. BIAYS Pierre Géographie
M. BILLARD Jean Physique du Solide
M. BONNOT Ernest Biologie Végétale



17}

ZEXEE=EZ=

D

3232333333332333%233

BOUGHON Pierre
BOURIQUET Robert
CELET Paul

COEURE Gérard
CONSTANT Eugéne
CORDONNIER Vincent
DEBOURSE Jean-Pierre
DELATTRE Charles
ESCAIG Bertrand
FAURE Robert

FOCT Jacques

FOURET René

GRANELLE Jean-dacques
GRUSON Laurent
GUILLAUME Jean
HECTOR Joseph
LABLACHE-COMBIER Alain
LACOSTE Louis
LANSRAUX Guy

LAVEINE Jean-Pierre
LEHMANN Daniel
LENOBLE Jacqueline
LHOMME Jean

LOMBARD Jacques
LOUCHEUX Claude
LUCQUIN Michel
MAILLET Pierre
PAQUET Jacques
PCUZET Pierre
PROUVOST Jean

SALMER Georges
SEGUIER Guy
STANKIEWICZ Frangois
TILLIEYU Jacques
VIDAL Pierre
ZEYTOUNIAN Radyadour

Algébre .

Biologie Végétale

Géologie Générale

Analyse

Electronique

Informatique

Gestion des Entreprises
Géologie Générale

Physique du Solide
Mécanique

Génie Macanique

Physique du Solide

Sciences Economiques
Algébre

Microbiologie

Géométrie ‘

Chimie Organique

Biologie Végétale _
Physique Atomique et Moléculaire
Paléontologie

Géométrie

Physique Atomique et Moléculaire
Chimie Organique Biologique
Sociologie

Chimie Physique

Chimie Physique

Sciences Economiques
Géologie Générale

Analyse Numérique
Minéralogie

Electronique
Electrotechnique

Sciences Economiques
Physique Théorique
Automatique

Mé&canique

PROFESSEURS - 2éme Classe

AL FAKIR Sabah
ANTOINE Philippe
BART André

BATTIAU Yvonne
BEGUIN Paul

BELLET Jean
BKOUCHE Rudolphe
BUBE Bernard
BODARD Marcel
BOILLY Bénoni
BOIVIN Jean-Claude
BONNELLE Jean-Pierre
BOSCQ Denis
BREZINSKI Claude
BRIDOUX Michel
BRUYELLE Pierre
CAPURON Alfred
CARREZ Christian
CHAMLEY Hervé
CHAPOTON Alain

Algébre

Analyse

Biologie Animale

Géographie

Mécanique

Physique Atomique et Moléculair
Algébre :
Sciences Economiques

Biologie V&gétale

Biologie Animale

Chimie Minérale

Catalyse

Probabilités

Analyse Numérique

Chimie Physique

Géographie

Biologie Animale

Informatique

Géotechnique

Electronique



[49]

M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
Mme
Mie
Mle
Mme

2EEXXRZX

=
v

EERE=

COQUERY Jean-Marie
CORSIN Paule
CORTOIS Jean
COUTURIER Daniel
CRAMPON Norbert
CROSNIER Yves
DACHARRY Monique
DEBRABANT Pierre
DEGAUQUE Pierre
DELORME Pierre
DEMUNTER Paul

NDE PARIS Jean-Claude
DEPREZ Gilbert
DERIEUX Jean-Claude
DESSAUX 0Odile
DEVRAINNE Pierre
DHAINAUT André
DHAINAUT Nicole
DORMARD Serge
DOUKHAN Jean-Claude
DUBOIS Henri
DUBRULLE Atlain

DUEE Gérard

DYMENT Arthur

> EVRARD Micheline

FLAMME Jean-Marie
FONTAINE Hubert
FONTAINE Jacques
FOURNET Bernard
GERVAIS Michel
GLORIEUX Pierre
GOBLOT Rémi
GOSSELIN Gabriel
GOUDMAND Pierre
GREVET Patrick
GUILBAULT Pierre
HENRY Jean-Pierre
HERMAN Maurice
HOUDART René
JACOB Gérard
JACOB Pierre
JACQUILLAT Bertrand
JOURNEL Gérard
KREMBEL Jean
LAURENT Frangois
LECLERCG Ginette
LEGRAND Denise
LEGRAND Solange
LEHMANN Josiane
LEMAIRE Jean
LENTACKER Firmin
LERDY Jean-Marie
LEROY Yves
LEVASSEUR Michel
LHENAFF René
LOCQUENEUX Robert
LOSFELD Joseph
LOUAGE Francis
MACKE Bruno

Psychophysiologie

Paléontologie

Physique Nucléaire et Corpusculaire
Chimie Organique

Hydrogéologie et Environnement
Electronique

Géographie

Géologie Appliquée

Electronique

Physiologie Animale

Sociologie

Analyse

Physique du Solide et Cristallographie
Microbiologie

Spectroscopie de la Réactivité Chimique
Chimie Minérale

Biologie Animale

Biologie Animale

Sciences Economiques

Physique du Solide

Spectroscopie Hertzienne

Spectroscopie Hertzienne

Géologie

Mécanique

Chimie Appliquée

Technologie de Construction

Dynamique des Cristaux

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Biochimie Structurale

Gestion

Physique Moléculaire et Rayonnements Atmosphériques
Algébre

Sociologie

Chimie Physique

Sciences Economiques

Physiologie Animaie

Génie Mécanique

Physique Spatiale

Physique Atomique et Moléculaire
Informatique

Probabilités et Statistiques

Gestion

Spectroscopie Hertzienne

Biochimie

Automatique

Catalyse

Algeébre

Algébre

Analyse

Spectroscopie Hertzienne

Géographie

Méthodologie

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Sciences Econom1ques

Géographie

Physique Théorique

Informatique

Electronique

Physique Moléculaire et Rayonnements Atmosphériques

cood e



M.
M.
Mie
M.

M.

Mme

M.
M.
Mle

M.

Mle

M.
M.
M.
M.
M.
M.
Mme

MAHIEU Jean-Marie
MAIZIERES Christian
MARQUET Simone
MESSELYN Jean
MIGEON Michel
MIGNOT Fulbert
MONTEL Marc
MONTUELLE Bernard

N'GUYEN VAN CHI Régine

NICOLE Jacques
NOTELET Francis
PARSY Fernand
PAUPARDIN Colette
PECQUE Marcel
PERRAT Pierre
PERTJZON Emile
PETIT Francis
PONSOLLE Louis
PORCHET Maurice
POVY Lucien

RACZY Ladisias
RADULT Jean-Frangois
RICHARD Alain
RIETSCH Francois
ROGALSKI Marc
ROUSSEAU Jean-Paul
ROY Jean-Claude
SALAMA Pierre
SCHWARZBACH Yvette
SCHAMPS Joel

SIMON Michel

SLIWA Henrid

SCMME Jean

SPIK Geneviéve
STERBOUL Frangois
TARILLIEZ Roger
THERY Pierre
TOULOTTE Jean-Marc
YANDORPE Bernard
VERBERT André
VILETTE HMichel
WALLART Francis
WATERLOT Michel
WERNER Georges
ZINN-JUSTIN Nicole

Physique Atomique et Moléculaire
Automatique

Probabilités

Physique Atomique et Moléculaire
Chimie Physique

Analyse Numérique

Physique du Solide

Biologie et Biochimie Appliquées
Géographie

Chimie Ana]yt1que

Electronique, E]ectrotechn1que, Automatique
Mécanique

Biologie Physiologie Végétales
Chimie Organique

Chimie Appliquée

Physiologie Animale

Chimie Organique, Minérale et Analytique
Chimie Physique

Biologie Animale

Automatique

Electronique ‘

Géologie Structurale

Biologie Animale

Physique des Polyméres

Analyse

Physiologie Animale
Psychophysiologie

Sciences Economiques

Géométrie

Spectroscopie Moléculaire
Sociologie

Chimie Organique

Géographie

Biochimie

Informatique

Génie Alimentaire

Electronique, Electrotechnique, Automatique
Automatique

Chimie Minérale

Biochimie

Résistance des Matériaux
Spectrochimie Infrarouge et Raman
Géologie Générale

Informatique Fondamentale Appliquée
Algébre



A MONSIEUR LE PROFESSEUR GUILBAULT

J'exprime ma profonde gratitude pour m'avoir

Anitie a L'électrophysiologie.

J'al pu bénéficien de son enseignement et de 4ses
consells qui m'ont Ete fornt utiles pour abornden
parn La suite, des Etudes &Lectrophysiologiques

au ndveau du cerveau des mammiféres.

Je Le nemencie vivement d'avoin accepte de presiden

Le jury de cette these.



A MONSIEUR LE PROFESSEUR B A RRY

J'exprime ma profonde reconnaissance pour m'avoir

accuellli dans son Laboratoinre.

Je Le nemencie de La congiance qu'il m'a L£eZmoignie
tout au Long de mon travall aindi que des encowra-
gements qu'il m'a prodiguis.

Qu' il trhouve Led £'expression de mon respectueux

aztachement.



A MONSIEUR LE PROFESSEUR VI NCENT

J'expnime mes plus vigs nemerciements pour avoir
accept? de s4i8gen dans Le Jury de cette thése en
tant que hrapporteur.

Sa haute compétence dans Le domaine de fa
newroendocrinologie me condult a espéren qu'il
thouvena quelque intéret a La Lecturne du présent
thavall.



A MONSIEUR LE PROFESSEUR ROUSSEAU

Que fe nemercie de La bienveillante attention qu'4il
me tZmoigne en examinant ce trhavail et de L'honneun

qu' il me fait en participant au fury de cette thése.



A MONSIEUR LE PROFESSEUR PORCHET

Qui a aimablement accepté de faire partie du
jury.

Je Zud exprime mes plus vigs remerciements.



J'exprime mes sincénes nemerciements d Monsiewr
Piernne POULAIN, pour sa collaboration dans La
réalisation d'une grande partie de ce thavaill.



INTRODUCTION .cc.cveeuccasocacsatansonsssnsacnasnanannns ceescneae .e

POSITION DU PROBLEME ...ccveenevocccaccsse teerecetesnssssenns .o

P.

1/ Neurorégulateurs (neurotransmetteurs, neuromodulateurs):

2/

3/ Relation entre l'activité électrique et la libération

4/

AéEinition t.eeieeeeeteeecccccnsossossconssnsinnsososnss

a) NeurotransmetteUrS ....eeeeeeeoaess eeeen ceeneees
b) NeuromodulateursS ...cecevececoscccenss ceesenrasnees

Méthodes pour l'étude des neurorégulateurs dans le
contrble des fonctions neuroendoCrines ..iveeeseceses

a) Méthodes histophysiclogiques ....evvevescses cesen
b) Méthodes pharmacologiqQuUesS ...cceveeescsscnacssnns

hormonale dans un neurone endoCYiNe ....eeeceeecesases

Modéle expérimental pour 1l'étude des neurones endo- -
Crines ....eeevsncscesons Cesaccnveacann ceesrevns ceone

MATERIEL ET METHODES .¢.cctcevesncoccncs cecens Ceetnteassecnsenes

I - ANESTHESIE DES ANIMAUX ....... ceesenccansas ceevnnes ceeee

II - TECHNIQUES STEREOTAXIQUES ....veeveecsss ceevecns crecsen .o

1/
2/

3/

PrinCipe .ieeseccesscscsncncscan e
Description de 1l'appareil stéréotaxique et mise en

place des animaux ..... Ceeteseatecscaraaraastsnooaans
Plans de référence de l'atlas stéréotaxique .vcvevoe.

III - ENREGISTREMENT UNITAIRE EXTRACELLULAIRE ......c0c00. oo

Iv -

1/

2/
3/
4/

Types d'électrodes ULiliSES ..vvieeevocnccensnisocncae .

a) Microélectrodes simples ........ Cecessesecscsnnnn
b) Microélectrocdes multiples ....... N

Solutions ULiliSEES .iveeeeieeceesccncccnnsssonncssses
Mesure des résistances des microélectrodes .....eevees
Appareils €lectroniques ...eveeesesesons ceseessnasnns

STIMULATION ..cceeescesasoncne seceertatrsecssasr s seneens

1/
2/
3/
4/

Description des électrodes utilisées ....ceceveveenn.
Mise en place de l'électrode de stimulation .........
Appareils électroniques ....cveceececases ceesessccnans
Paramétres de stimulation ........... cesaas ceeesssnes

TECHNIQUES D'EJECTION DE SUBSTANCES A PARTIR DE MICRO-
PIPETTES MULTIPLES «..vovenvoenn. Cereeareaes Sescecuiacss

- LA MICROIONTOPHORESE ....... e, .

1/
2/

3/
4/
5/

Principe ..iuvveeienenriasnontesvsosssecnscnnnne cenons .
Facteurs intervenant dans 1'éjection microiontophoré~
tigue c.oviieenriientrisarrsnneeennnn cesenn cevens cesens
Diffusion spontanée de substances & partir de micro-

pipettes ..... ceececenesececaranas Gectennsernenen cenn
Relation entre les quantités éjectées et les courants
APPLligUES L.ttt iiri ittt itncntcncsennnonnnan sesecnsas
Types d'électrode utilisés en microiontophorése .....

P.

P,
P.

P.

P.
P.

P.

P.

P.
P.
P.
P,

P.
P.

P.
P.
P.

~N 0

w

10

11

12
13
13
12
13
14
15
15

15
15

16
16
16

18

18
19
20
20

20
20
20

21

22

23
23



a) Position du probléme ...
b) Solutions possibles ....

a) Les électrodes dites "paralléles" .......

B) La combinaison d'une électrode métallique
d'enregistrement avec une électrode multi-

Ple de Verre ...ecevesceveescvecsnsasnns .

Y) Les microélectrodes avec une fibre de
carbone ultrafine .......... 00000000 vee
¢) Electrodes utilisées par nous-mémes ...... .

0) Electrodes sans saillie ....ccceececeanncs
B) Electrodes selon FORD (1974) ...c.cienase
Y) Electrodes avec saillie du canal d'enre~

gistrement ...cc00..

.. Procédé mis au point ...cevceecececnns
.. Avantages de la méthode ......ccvecvs.

6/ Source d'artéfacts :

LA PRESSION (.cveeenees

1/ Principe .veeeveeosss

2/ Facteurs intervenant dans 1l'éjection par pression

le courant électrique ......
7/ Appareil utilisé pour l'éjection iontophorétique
8/ Tableau résumant les caractéristiques des diffé-

rentes substances éjectées par microiontophorése

D A

a) Le diamétre interne de la pointe d'électrode.
b) La viscosité du solvant .......cecceeeesee cee

3/ Diffusion spontanée de substances & partir de mi-
cropipettes multiples
4/ Relation entre les quantités éjectées et les pres-

sions appliquées ......cceesvencccnas ceeeeseancae

a) Mesure des dimensions de la goutte formée a
1l'extrémité de la pointe des électrodes .....

b) Mesure & l'aide de radioisotopes ........ cens

c) Comparaison des deux MELhOdES ...cesevncecnss

5/ Résultats obtenus avec nos €lectrodesS ..veeeeevss

a) Description des électrodes utilisées ........
b) Systéme d'éjection par pression ....cieeenven
c) Quantification des volumes éjectés ....... .o
d) Application in vivo avec le glutamate .......

o) Calibration in vitro ....ceeecivececcoans

B) Effets du glutamate appliqué par pression

vY) Application du solvant du glutamate .....

§) Application d'une solution saline physio-

logique ....

6/ Caractéristiques des substances éjectées par

pression (tableau 2)

s e s s s s s eeveses e

P.

P.
P.

P.
p.

P.

P.
P.

P.
p.

p.

P.

P.
P.

P.

P.
P.
P.

P.
p.

23
24

24

25

25
25
25
25
26

26
29

30
30
30

33

33
33

33
33

34

34

34
35
35

35

35
36
36
39

39
39
39

39

42



C ~ EJECTIONS PAR PRESSION ET PAR IONTOPHORESE SIMUTA-
NEMENT ..:cecovceccscssscnnnsevscasoacscsssocsssnssss Po

D - PROTOCOLE EXPERIMENTAL A SUIVRE DANS LE CAS D'UNE
EJECTION PAR PRESSION .ccovceecnsonscccnnsoanncs ceses P

VI - TECHNIQUES HISTOLOGIQUES A Y

1/ Prélévement et fixation du cerveau .....esese.00.. P.
2/ Confection desS COUPES ...esvsecscescsscscensassnns Po
3/ Examen deS COUPES vececvecsscrscsscencssnsssasssas Po

CHAPITRE I : IDENTIFICATION ET LOCALISATION DE NEURONES ENDOCRINES
PARVOCELLULAIRES .svceeessescssnscnscnncssoassvnesses Pu

I -~ PRINCIPE DE L'IDENTIFICATION ANTIDROMIQUE .....c.cev00e.0. P
II- REPONSES ORTHODROMIQUES s.vevecvsessssascscssssscsssnsses Pu

I1I- LOCALISATiON DES CORPS CELLULAIRES DES NEURONES ACTIVES
ANTIDROMIQUEMENT .coccevvescsacoscscssccssosnconsnss eess P

IV~ PROPRIETES ELECTRIQUES DES NEURONES ENDOCRINES ..ese.... P.
A - CARACTERISTIQUES DES POTENTIELS D'ACTION ANTIDROMI-

QUES ....... P

1/ FOXME cvveveecssanoooanesessssssoncans ceneen eeees P.
2/ Période réfractaire absolue ..... ceesecsssssneses P.
3/ Latences et vitesses de conduction ...cececeeeess P.

B - ACTIVITE UNITAIRE SPONTANEE ...c.ccccecvecccccccsases Pu
V — DISCUSSION ...ccecesvccccsvasasoscscassssasassssasnsaanes Po
A - APPROCHES POUR LA STIMULATION DE L'EMINENCE MEDIANE P.

1/ Résultats obtenus avec une approche trans-pharyn-
€ .ttt iceresescscscsasastscssanasesasssrecscncssns Pu
2/ Résultats obtenus avec une approche par voie
dOorsale ...cieerecrsecnrsctcencasasnassannossses Po

B - SUPPORTS ANATOMIQUES DES DONNEES OBTENUES AVEC
L'ELECTROPHYSIOLOGIE .ccvvevenvcncsassesvesssnsenses P.

C - LOCALISATION DES CORPS CELLULAIRES DE NEURONES ENDO-
CRINES PAR LES TECHNIQUES IMMUNOCYTOCHIMIQUES ...... P.

1/ Localisation des corps cellulaires des neurones a
TRH «eveeseosnsstsssssacscconsssasnasnsssascssnsss Po

2/ Localisation des corps cellulaires des neurones &
IHRH ..... caseessessessanrensensnans cecscscssesss P.

3/ Localisation des corps cellulaires des neurones &
somatostatine ...eeeeeretectsrtennatosconcscsneses P,



CHAPITRE II : NORADRENALINE ..cccevevvccccacss T
I - INTRODUCTION .cccceeevvscencsosnnnnsnas cecsesssscssssssssss P
JI — RESULTATS .¢ceeevrossesovssssnsascsssnses cecesescesssuse P
!
III~ DISCUSSION ...cctecevesoccscconaccs cecsmsasanene seesessss P.
A - EFFETS DE LA NORADRENALINE SUR DES NEURONES DES AIRES
SEPTALE, PREOPTIQUE ET HYPOTHALAMIQUE ANTERIEURE ... P.
B - EFFETS DE LA NORADRENALINE SUR D'AUTRES NEURONES
HYPOTHALAMIQUES ET DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL ...... P.
C - TYPES DE RECEPTEUR NORADRENERGIQUE IMPLIQUES DANS LES
REPONSES A LA NORADRENALINE ....cecc.s ssescssessenss P.
D ~ CONTROLE DE LA SECRETION DE LH PAR LA NORADRENALINE P.

CHAPITRE III

1/ Adénohypophyse et éminence médiane : sites d'action
peu probables de la noradrénaline .......ceeceeee P.
2/ Aires préoptique et hypothalamique antérieure :
site possible pour l'action de la noradrénaline . P.

: HISTAMINE ....icteocacsaasanccscccscscecncsscnsase Po

I - INTRODUCTION .ececeecosccsoscecsssossssasnssssosssncsasssss P

II -

III-

RESULTATS +evevvecencsvascsosscccccnanncsassncscssnansnss Po

A -~ REPONSES EXCITATRICES A L'HISTAMINE ....ccececeessee P

1/ Réponses rapides ...cecvvecenses cereensaen ceeeess P.
2/ REPONSES lentes ....eecesesseccsososanssccssseccas P.

B - REPONSES INHIBITRICES A L'HISTAMINE .....cecveseeees P,

1/ Réponses rapides ....iveenccnsanes ceseessenesssse Po
2/ REPONSES 1eNteS tvuievevesossceacasssnsesasenssnes P

DISCUSSION .vvveesecescencsasnonscncssoncscncansnacssansnnss Pu

A

ETUDES ELECTROPHYSIOLOGIQUES .....icccvevesaccsesess P

i/ Effets de l'histamine dans les aires préoptique

et septale ..i..iiiiiititrterirestsscnnccnssasasss Pu
2/ Effets de l'histamine sur d'autres neurones hypo-

thalamiques ..ceececsecccecansssacssscsseansns eses. P.
3/ Effets de l'histamine sur des neurones d'autres

aires du systéme nerveux central ....ccseseeecess P,

VOIES HISTAMINERGIQUES .....cecocceccescecosssesessss Pu

CORRELATIONS ENTRE LES EFFETS ELECTROPHYSIOLOGIQUES
DE L'HISTAMINE ET SES RECEPTEURS ..c.evseeseecssseeass P.

IMPLICATION DE L'HISTAMINE DANS LE CONTROLE DES SE-
CRETIONS HYPOPHYSAIRES ....ceecococcscvccnsnassnssas P

1/ Site d'action de l'histamine : 1'adénohypophyse ? P.
2/ Site d'action de l'histamine : l'éminence médiane P.
3/ Site d'action de l'histamine : 1l'hypothalamus et

le SEPLUM toviveeresoonssscsnscscscssnssanacsanse Pu

HISTAMINE : NEUROTRANSMETTEUR ET/OU NEUROMODULATEUR P.

61
62
63
66

66

66

67
68

68

68

74
72
73
73

73
73

74

74
74

77

77

77

77

78

78

79

81
81
81
81
82



CHAPITRE IV : ENKEPHALINES ...... cesscsenesss . ceesesss.. P. B4
I - INTRODUCTION «¢.ceeesnsnsosancans ceveocenns ceenes cesesses P. 85
IT — RESULTATS cecevecccesssansnsnsssscsacansosn ceerscrsecnenne . P. 86

A - EFFETS DE LA LEUCINE-ENKEPHALINE ET DE LA METHIONINE-
ENKEPHALINE SUR DES NEURONES DE L'HYPOTHALAMUS TUBE-

1/ Neurones sensibles aux deux enképhalines ........ P. 86
2/ Neurones sensibles a4 une enképhaline mais non &
1'aUutre ciicececenrecscacnnsnnns cevesssssesssssss P. 87

3/ Localisation des neurones étudiés ......es0400.0.. P. 87

B - EFFETS DES ENKEPHALINES ET DE LA NALOXONE SUR DES
NEURONES ENDOCRINES ET ADJACENTS DE L'HYPOTHALAMUS

TUBERAL ¢c.vceeesnssnnascsscssanoncss cecscesessssessss P. 87
1/ Neurones endoCrines ....ceeeeescens cesenansen .... P. 89
2/ Neurones adjacents ........ ceecereanasennes cesess P. 90
3/ Localisation des neurones étudiés .....cececeeee . P. 90

C - EFFETS DES ENKEPHALINES, DE LA NALOXONE ET DU MAGNE-
SIUM SUR DES NEURONES ENDOCRINES ET ADJACENTS DE
L'AIRE SEPTO-PREOPTIQUE ET DE LA BANDE DIAGONALE DE
BROCA iveoesesoenessssssesassssasessssssosnsnssnsenss P, 92

1/ Effets des enképhalines .....ceceeeeeceesanscanss P. 92
"2/ Interactions avec la NAlOXONE ...ceseesseseesesse P. 92
3/ Interactions avec le magnésium .......... eeesesss P. 93
4/ localisation des neurones étudiés ........ cessses P. 93

III- DISCUSSION .uvieecosvesnssesssnsssscesssnssssancnnsssssa P. 96

A - EFFECTS ELECTROPHYSIOLOGIQUES DES ENKEPHALINES SUR
LES NEURONES ...ccceccnccrccnnanns ceeesssssseassssssss P. 96

1/ Types d'effets des enképhalines sur les neurones
du systéme nerveux central ..........co0000000... P. 96

a) Neurones de l'hypothalamus et du septum ..... P. 96
b) Autres neurones du systéme nerveux central .. P. 96

2/ Effets des enképhalines sur l'activité évoquée par

le glutamate ...cveeeesecnnsncoccccans ceessvsenss P. 97
3/ Phénoméne de désensibilisation ...... cesescessess P. 97
4/ Neurones sensibles & une enképhaline et non &

1'autre ciceveeeeccscccccccnasonens creseesesnsses P. 98

a) Nos résultats ne sont pas dis & la technique

UtilisS€e .seiveevvnnnscvsncnns cessccsscscsesss P. 98
b) Etudes électrophysiologiques & l'appui de nos
observations ....cccece000nen cecsssnsescsssss P. 99

c) Observations morphologiques ....eeveseesssas. P. 100
d) Fonctions différentielles de la leu-enképha-

line et de la mét-enképhaline .....evese0e.... P. 100
e) Récepteurs pour la leu-enképhaline, récepteurs

pour la mét-enképhaline ......eoceeeee eseeses P. 100



B -~

EFFETS DES ENKEPHALINES : INTERACTION AVEC LA
NALOXONE «ccceeocnscccsoscssnsosncccssocsasansassasnsansasns

1/ Existence de récepteurs morphiniques multiples ..
2/ Etudes électrophysiologigUes ..cccesescscosacssen
3/ Récepteurs mu et récepteurs delta ..ceeeeececeees

C - ACTIONS PRE- ou POST~-SYNAPTIQUES DES ENKEPHALINES ..

ENKEPHALINES ET CONTROLE NEUROENDOCRINE ........c..0

1/ Enképhalines et contréle de la fonction LH ......
2/ Enképhalines et contrdle des autres fonctions

adénohypophysaires ........ e ecssassevsasenansans
3/ Sites d'action proposés pour les effets des

enképhalines sur les sécrétions neurohypophysaires

" CHAPITRE V : STEROIDES

I - INTRODUCTION .icccovvecsonansnnnccnss cssensesnes

IT = RESULTATS v venvneencoeesenneeenneennneennsesananeennns

A -

IIT~ DISCUSSION .t.veeecrcecsccnnnons
A - EFFETS DE STEROIDES "ACIDES", APPLIQUES PAR IONTOPHO-

B -~

ETUDES IONTOPHORETIQUES .¢secsevsccavsccncsccssvosss

1/ Effets du 17 B-oestradiol 7 a-acide butyrique ...
2/ Effets du 17 B-oestradiol 7 a-acide butyrique et
des désoxycorticostérones 7 o et 7 B-acétiques ..

3/ Effets du 17 B-oestradiol 7 a-acide butyrique, de
l'androsta-4-éne, 3,17-dione-7 a-acétique et du 20

carboxy-pregna-1,4-diéne-3-0ne ....ccceseevccccsca

ETUDES CONCERNANT L'EJECTION PAR PRESSION DE STEROI~-

DES NATURELS +tevvavs'vnnsnsensonsasassnasensennennns

1/ Effets du 17 B-oestradiol .......... ceeee

a) Réponses excitatrices ........
b) Réponses inhibitrices ....cvieeeecesncosccnes

2/ Comparaison des effets du 17 B-oestradiol et du
178-ocestradiol 7 a-acide butyrigque c...eeeecesees

3/ Comparaison des effets du 17 B-oestradiol et du
COXtiSOl suinneniirienneneennnennerosnnenas

4/ Localisation des neurones sensibles aux stéroides

S ecs s veneccv st srensec s

RESE, SUR DES NEURONES SEPTAUX ET PREOPTIQUES ......

EFFETS DE STEROIDES CONVENTIONNELS SUR DES NEURONES
SEPTAUX, PREOPTIQUES, HYPOTHALAMIQUES ET DU BULBE
OLFACTIF .eevecncocsocasoseccsasnasnsoosnnean

1/ Etude in vitro : stéroides dans le milieu de

Culture ...veveeeeversesceacenes

2/ Etude in vivo : application des stéroides par

pression ....o0000. .

3/ Etude in vivo : application des stéroides par un

flux d'air ....... ceerssnnsean v

COMPARAISON DES EFFETS DES STEROIDES

VENTIONNELS SUR UN MEME NEURONE ..

"ACIDES" ET CON-

P.
P,
P.

P.
P.
P.

P,

P.
.
P.
P.

P.
P.

P.

P.

P.

P.
P.

Pl

101

101
101
102

105
107
107

109

110

113
114
114
114

114

115

117
117

117
117

118

120
121

123

123

124

124

124

125

125



D - SPECIFICITE DES REPONSES OBSERVEES

E - EFFETS MEMBRANAIRES DES STEROIDES

e s s 00 e o0 sicsee .o

F - IMPLICATION FONCTIONNELLE POSSIBLE DES EFFETS ELEC-

TRIQUES DES STEROIDES DANS CERTAINS EVENEMENTS NEURO-

ENDOCRINIENS ..cveescecnccss

1/ La décharge pulsatile de LH ..ccviereencncansn
2/ La rétroaction négative des oestrogénes dans le
contrSle de la libération de LH

® s 000 L N A I A I

G - LE 17 B-OESTRADIOL EN TANT QUE NEUROMODULATEUR .....

I - CONTROLE SYNAPTIQUE DES NEURONES ENDOCRINES PARVOCELLU-

LAIRES ...

II - ROLE DES POTENTIELS D'ACTION DANS L'ACTIVITE ENDOCRINE
D'UN NEURONE +eevvvnsasnsssnnnns

A - SYNTHESE DE LA NEUROHORMONE ....

s e s e vseseses s

B - TRANSPORT AXONIQUE DE LA NEUROHORMONE ...ceccevesses

C ~ LIBERATION DE LA NEUROHORMONE

eeev e oo s s e s evs o

III- CONNEXIONS NERVEUSES ENTRE LE FAISCEAU MEDIAN DU
TELENCEPHALE, L'AIRE PREOPTIQUE ET L'HYPOTHALAMUS BASAL

IV - INTERACTION 17 B-OESTRADIOL, NEURONES NORADRENERGIQUES .

V - INTERACTION ENKEPHALINE, NORADRENALINE SUR DES NEURONES A

LULIBERINE +teuenuneannnceconacensesnncscnaenasconasconas

VI - INTERACTIONS 17 R-OESTRADIOL, ENKEPHALINE ET 17 B-OESTRADIOL

HISTAMINE. .civeeerencseanasannas

CONCLUSION ...... .

BIBLIOGRAPHIE .....

e s s s e e ecssssses s

----- CR R A N )

P.
P.

P.
P.

P.
P.

P.
P.
p.
P.
P.
p.

P.

P.

P.

125
127

128
128

129
130
131
132

133
134
134
134

135
137

139

141
142

146



INTRODUCTION



L'hypothalamus est une région du cerveau impliquée directe-
ment dans le contrSle des sécrétions hypophysaires (GREEN et HARRIS, 1947 ;
BARGMANN et SCHARRER, 1951). A ce niveau, sont localisées des cellules nerveuses
dont les axones se terminent au contact des capillaires dans lesquels sont
déversés leurs produits de sécrétion. Nous reprenons, pour les désigner, le

terme de neurones endocrines proposé par CROSS et coll. (1975).

Il existe au niveau de 1l'hypothalamus, deux types de

neurones endocrines (figure 1)

- les neurones endocrines magnocellulaires constituant 1l'appareil hypothalamo-
neurohypophysaire. Ces neurones ont un corps cellulaire de grande taille,
localisé dans les noyaux supra-optiques et paraventriculaires, les terminai-
sons axoniques se situant dans la neurochypophyse, au contact de capillaires

ot leurs produits de sécrétion peuvent passer dans la circulation générale ;

- les neurones endocrines parvocellulaires dont les corps cellulaires de
petite taille, n'ont pas une localisation aussi bien délimitée et dont les
axones se terminent dans l'éminence médiane, au contact des capillaires du
systéme porte hypothalamo-hypophysaire, ol sont déversées les sécrétions,

pour contrbler la synthése et la libération des hormones de 1l'adénochypophyse.

Ce sont les neurones endocrines parvocellulaires se

projetant vers l'éminence médiane qui font l'objet du travail présenté ici.

A la suite d'expériences de lésions, de stimulations ou
d’'implantations hypothalamiques d'hormones, une localisation de neurones endo-
crines parvocellulaires a pu étre déterminée dans une aire appelée aire hypo-
thalamique hypophysiotrope (SZENTAGOTHAI et coll., 1968). Entre 1969 et 1973,
la structure chimique de trois des produits élaborés par les neurones endocrines
parvocellulaires a pu étre établie : la thyrolibérine (TRH), la lulibérine (LHRH),

et la somatostatine (SRIF). Ces hormones synthétisées ont permis la fabrication



d'anticorps.Dés lors, ce sont développées deux méthodes immunologiques pour
localiser les neurones endocrines parvocellulaires correspondants. L'une des
méthodes consiste en une microdissection du cerveau et en un dosage radioimmu-
nologique tandis que l'autre met en évidence des neurones par immunocytochimie.
La premiére caractérisation topographique d'un neurone endocrine parvocellu-
laire par cette derniére méthode est réalisée par BARRY et coll. (1973). Elle

concerne les neurones & lulibérine (LHRH) chez le cobaye.

o Neurohypophyse
.’ﬂ NPV eu ypopny

Eminence
médiane et tuberalis Adénohypophyse
systéme porte
hypophysaire

FIGURE 1 : Schéma simplifié de 1'hypothalamus de cobaye en coupe parasagittale
montrant ‘

-~ les neurones endocrines magnocellulaires des noyaux paraventricu-
laires (NPV) et supraoptiques (NSO) dont les axones (en pointillés)
se projettent vers la neurchypophyse, responsable de la libération
de la vasopressine (VP) et de l'ocytocine (0OC) ;

- les neurones endocrines parvocellulaires dont les corps cellulaires
sont représentés en noir dans l'aire préoptique (APO) et 1'hypo-
thalamus médio-basal (HMB) et dont les axones se terminent au
contact de capillaires du systéme porte hypophysaire dans 1'éminence
médiane. Ces neurones élaborent des hormones, appelées factéurs
hypothalamiques hypophysiotropes, qui régulent les sécrétions de

1'adénohypophyse (ACTH, FSH, GH, LH, MSH, PRL et TSH)

CA : Commissure antérieure ; CM : corps mamillaire ; CO : chiasma

optique.



Vers les années 1970, 1971, s'est développée une technique
électrophysiologique pour identifier les neurones endocrines parvocellulaires.
Elle consiste en une stimulation électrique des terminaisons axoniques de
1'éminence médiane qui donne naissance & -un potentiel d'action antidromique,
enregistré & l'aide de microélectrodes au niveau du corps cellulaire du neurone
(YAGI et SAWAKI, 1970 ; HARRIS et coll., 1971). C'est cette technique électro-
physiologique que nous avons utilisée pour identifier et étudier les neurones
endocrines parvocellulaires chez le cobaye. Sont également inclus dans cette
étude, des neurones adjacents qui ne sont pas influencés par la stimulation
de l'éminence médiane mais dont il n'est pas exclu qu'ils fassent partie de
circuits impliqués dans un contréle endocrine, dans la mesure ot leurs axones
se terminent sur des neurones endocrines pour en déterminer ou en moduler

l'activité.
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1/ Neurorégulateurs (neurotransmetteurs, neuromodulateurs) : définition

a) Neurotransmetteurs

L'implication de substances chimiques dans la communication
neuronale a d'abord été suggérée et établie au niveau du systéme nerveux péri-
phérique, au cours . de la premiére moitié de ce siécle (références dans BARCHAS
et coll., 1978). Cependant, au niveau du systéme nerveux central, la croyance
générale était que seulement des phénoménes électriques permettaient le trans-
fert rapide des signaux entre neurones. C'est seulement vers les années 1950
que s'est imposé le concept d'une transmission chimique de l'information entre

neurones du systéme nerveux central.

Le neurotransmetteur se définit comme un messager chimique
produit et libéré par un neurone, responsable du transfert direct d'un signal,

d'un neurone présynaptique vers un neurone postsynaptique a travers un récepteur.

Il existe deux types de récepteurs sensibles aux neuro-

transmetteurs :

— les récepteurs a action rapide,
liés & un pore traversant la membrane et perméable sélectivement & certains

ions

~

- les récepteurs & action durable
Ces récepteurs comportent deux sous-unités. L'une, située & la surface de la
membrane cellulaire, représente le site de liaison du neurotransmetteur.
L'autre sous-unité, une enzyme localisée & la partie interne de la membrane,
est activée lorsque le site de liaison‘est occupé par le neurotransmetteur.
Ces enzymes sont au nombre de deux, l'adénylate et la guanylate cyclase, et leur
activation conduit respectivement & une augmentation du taux 4'AMP et GMP

cyclique, considérés comme les seconds messagers dans l'action des neuro-

transmetteurs.

Le neurotransmetteur peut activer la conductance membra-
naire du neurone a des ions spécifiques. Cette activation peut conduire soit &
une dépolarisation soit & une hyperpolarisation, & l'origine respectivement de
l'augmentation ou de la diminution de la fréquence des potentiels d'action du

neurone.



Le neurotransmetteur peut &galement étre & l'origine de

différentes réponses métaboliques dans les neurones postsynaptiques.

Des critéres ont été définis et permettent d'établir gqu'une

substance agit comme un neurotransmetteur. Ces critéres sont :

- présence en concentrations é€levées dans des terminaisons présynaptiques,

- libération calcium~dépendante par des stimuli dépolarisants,

- les réponses évoéuées sur la cellule cible sont similaires & celles déclenchées
par la stimulation nerveuse,

- des neurones contiennent les mécanismes pour la biosynthése et 1l'inactivation,

-~ les réponses sur la cellule cible déclenchées par la substance et la stimula-
tion nerveuse sont sensibles de fagon similaire, & des inhibiteurs pharmacolo-

giques.

b) Neuromodulateurs_

Le concept de neuromodulation est relativement plus récent
et découle d'un certain nombre d'études indiquant que des composés interviennent
dans la communication entre neurones mais n'agissent pas d'une fagon trans-
synaptique. Les neuromodulateurs, en contraste avec les neurotransmetteurs, ne
peuvent pas étre responsables du transfert direct d'une‘information & partir

d'un neurone présynaptique vers un neurone postsynaptique.

La neuromodulation peut présenter deux aspects :

-

- elle peut s'effectuer & travers un neurotransmetteur, et affecte sa synthése,
sa libération, son interaction avec un récepteur, son inactivation,

- elle peut étre directe. Le neuromodulateur, libéré & partir du cerveau ou
d'autres organes, agit directement sur le neurone & une certaine distance de

son site de libération.

Bien que les neuromodulateurs ne modifient pas directement
la conductance ionique des membranes neuronales, ils peuvent altérer l'activité

€lectrique des neurones ainsi que leurs processus métaboliques.
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Ces méthodes tentent d'établir une corrélation entre 1l'in-
tensité de fluorescence aminergique, ou la concentration ou le renouvellement des
neurorégulateurs dans des aires spécifiques du cerveau et une sécrétion hor-

monale.

L'avantage de cette méthode est que les aires du systéme
nerveux central impliquées peuvent €tre localisées. La difficulté se situe dans

1'interprétation des résultats observés.

b) Méthodes pharmacologiques

~

La relation de cause 3 effet entre neurorégulateurs et chan-
gements hormonaux est déterminée, mais la localisation du site d'interaction
n'est pas obtenue.

=

Les méthodes pharmacologiques consistent 34 administrer :

- le neurorégulateur lui-méme,
pour obtenir un effet, il est souvent nécessaire d'utiliser des doses élevées
bien supérieures aux concentrations endogénes du cerveau. Dans ces conditions,
il est possible d'obtenir des effets non spécifiques et il n'est pas surprenant
d‘'observer des résultats contradictoires ;

- des substances interférant avec la biosynthése du neurorégulateur ou bloquant
son action sur des récepteurs,
Les substances utilisées ne sont jamais totalement spécifiques d'un neurorégu-~

lateur donné. Elles peuvent l'affecter n'importe ou dans le cerveau.



Il apparalit bien qu'aucune de ces méthodes ne soit réelle-
ment adéquate pour déterminer les mécanismes complexes globaux, mis en jeu dans
les systémes régulateurs neurcendocrines. Il est plutdt souhaitable d'émettre
1'hypothése d'un site d'action pour les neurorégulateurs et de tester cette
possibilité par une technique adéquate. On peut envisager trois niveaux

d'action pour les neurorégulateurs :

- L'organe effecteur lui-méme de la régulation neurocendocrine, c'est-a-dire

1'adénohypophyse :

Dans ce cas, la substance agit directement sur les cellules adénohypophysaires

..

.. pour bloquer ou augmenter la sécrétion d'une hormone,
.. Ou pour modifier la réponse de la cellule & 1l'hormone hypothalamique

correspondante.

Les cultures hypophysaires constituent la technique adégquate pour tester

cette possibilité. Les neurorégulateurs sont mis en contact avec les cellules,
seuls ou en combinaison avec d'autres substances (comme les facteurs hypophysio-
tropes), les taux d'hormones hypophysaires sont mesurés par dosages radioimmu-

nologiques.

- L'éminence médiane :

La substance est présente dans des terminaisons nerveuses en contact étroit
avec celles d'un neurcne endocrine et agit a travers un contact axo-axonigque.
Ou bien la substance est présente dans le neurone endocrine et agit & l'intérieur

de ce dernier pour libérer l'hormone correspondante.

Cette hypothése peut étre testée sur des fragments de tissu contenant des
terminaisons neurosécrétoires. Les substances sont appliquées seules ou en
combinaison avec d'autres substances, les taux de facteurs hypophysiotropes
(LHRH, TRH, SRIF) sont mesurés par dosages radioimmunologiques (RAMIREZ et
KORDON, 1978)

- L'hypothalamus et les structures extrahypothalamiques :

Le site d'action de la substance peut se situer dans une voie afférente au
neurone endocrine. Cette voie afférente peut &tre hypothalamique ou extra-
hypothalamique. Ou bien le site d'action est le corps cellulaire du neurone
endocrine lui-méme.

Méthodes histophysiologiques et pharmacologiques ne sont pas adéquates dans

ce cas.
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Dans le travail que nous présentons ici, nous avons
choisi le neurone endocrine et les neurones adjacents comme sites d'action
possibles pour les neurorégulateurs. La technique in vivo utilisée comporte
l'identification électrophysiologique du neurone endocrine et l'enregistrement
extracellulaire de ses potentiels d'action. L'activité électrique du neurone

endocrine constitue l'un des aspects importants de son fonctionnement.
, D p

3/ Relation entre l'activité électrique et la libération hormonale dans
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La libération de neurotransmetteurs aux extrémités
axoniques met en jeu essentiellement des potentiels d'action et des ions Ca++.
Des mécanismes similaires pour la libération hormonale au niveau des termi-
naisons axoniques des neurones endocrines magnocellulaires, sont démontrés

indirectement par des expériences in vivo et in vitro (RICHARD et coll., 1978).

En particulier, l'activité é&lectrique de neurones endocrines individuels magno-
cellulaires, identifiés par stimulation de la neurohypophyse, présente des
changements paralléles a ceux de la libération hormonale, induite par des sti-
muli variés. La relation temporelle entre les deux événements permet d'affirmer

-

qu'il y a une relation de cause a effet entre les deux.

C'est seulement récemment que des résultats équivalents
pour les neurones parvocellulaires ont été obtenus. DYER et coll. (1980)
étudient la libération de la lulibérine en réponse & la stimulation électrique de
1l'hypothalamus médio-basal incubé in vitro. Ils déterminent la fréquence de stimu-

lation & laquelle une libération survient et indiquent la nécessité que le calcium

soit présent dans le milieu d'incubation.
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Avec l'identification électrophysiologique de neurones
endocrines, l'enregistrement extracellulaire de leur activité unitaire, nous
disposons d'un modéle expérimental qui nous pérmet d'apprécier les variations
de leur fréquence de décharge avec pour conséquence des modifications de la

libération de leurs hormones, en réponse a un neurorégulateur.

L'application des neurorégulateurs est effectuée au voi-
sinage immédiat du corps cellulaire des neurones endocrines et adjacents a

l'aide de deux techniques :

- la microiontophorése pour les substances ionisables,

-~ l'éjection par pression pour les substances non ionisables.

La premiére partie de ce travail indiquera les différents
critéres pour l'identification électrophysiologigue des neurones endocrines
parvocellulaires et la localisation de leurs corps cellulaires.

La deuxiéme partie de ce travail sera consacrée & 1'étude
des effets de différents neurorégulateurs : noradrénaline, histamine, méthionine
et leucine-enképhaline, stérolides acides et stéroides naturels, sur des neurones

endocrines et adjacents.

Dans la partie matériel et méthodes, le paragraphe traitant
de l'éjection de substances & partir des micropipettes sera développé en raison
de la mise au point par nous-mémes, d'une méthode permettant la fabrication\de
microélectrodes multiples avec saillie du canal d'enregistrement, et en raison
de la mise au point d'un protocole expérimental, en collaboration avec P. POULAIN
pour une éjection par pression, in vivo, de substances seule ou simultanément

avec une éjection iontophorétique d'une autre substance.
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I - ANESTHESIE DES ANIMAUX

Toutes les expérimentations sont effectuées sur des cobayes
méles ou femelles, tricolores ou albinos. Les Fnimaux ont atteint le stade adulte,

leur poids se situe entre 380 et 420 grammes.

Les cobayes sont anesthésiés par injection intrapéritonéale
d'uréthane (1,2 a 1,5 g/kg). Afin de maintenir 1'animal anesthésié au cours de
1'expérience, des injections supplémentaires d'uréthane sont effectuées au bout
de quelques heures. CROSS et DYER (1971) montrent que l'activité électrique de
1'hypothalamus est peu influencée par cet anesthésique. De plus, l'ovulation
n'est jamais bloquée lorsque l'uréthane est injecté avant la décharge préovula-
toire de LH (LINCOLN et KELLY, 1972). Dans certaines expériences, les cobayes

sont trachéotomisés et mis sous respiration artificielle & l'aide d'une pompe

BRAUN MELGUNSEN, aprés injection intramusculaire de flaxédil (2 mg/kg).
L'enregistrement des bruits du coeur, contrdlé périodique-

ment au cours de l'expérimentation, permet de s'assurer du bon état physiologique

de l'animal.

II ~ TECHNIQUES STEREOTAXIQUES

1/ Principe
Une électrode métallique ou de verre est placée, sans
contrdle visuel direct, dans une structure du systéme nerveux central dont la

=

position est donnée par référence & un systéme tri-dimensionnel de coordonnées.
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L'appareil stéréotaxique (distribué par BALTIMORE instru-

ments company) comporte deux parties solidaires :

- un appareil de contention qui permet de fixer la téte de l'animal dans une
position déterminée,

- un dispositif d'implantation stéréotaxique.
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L'ensemble est situé dans une cage de FARADAY.

Les animaux, mis en décubitus ventral, ont la téte placée
dans l'appareil stéréotaxique au moyen de pointes d'oreilles. L'orientation
du créne est réalisée par une barre horizontale placée sous les incisives
supérieures de l'animal. Enfin des griffes d'orbites assurent une immobilisation
parfaite de la téte du cobaye. La peau du créne est incisée, les os trépanés

4 l'aide d'une fraise de dentiste, la dure-mére enlevée. Une ligature du sinus

longitudinal médian est pratiquée.

Le dispositif d'implantation stéréotaxique permet le
déplacement du support de 1l'électrode dans les coordonnées stéréotaxiques. Le
systéme est gradué en 1/10 mm pour les coordonnées antéro-postérieures et laté-
rales. Pour la coordonnée de profondeur, le support est relié & un micromanipu-
lateur hydraulique (type WELLS) qui permet de réaliser & distance (& l'extérieur

de la cage de FARADAY), la descente, micron par micron, de l'électrode.

3/ Plans de référence de l'atlas stéréotaxique

Le systéme de coordonnées stéréotaxiques comporte trois

plans perpendiculaires l'un a l'autre :

- le plan antéro-postérieur a comme plan de référence, celui passant par la
ligne interauriculaire,

- le plan latéral a pour référence le plan passant par la suture sagittale
du créne,

- la profondeur est calculée & partir de la surface du cerveau.

L'atlas stéréotaxique fournissant ces coordonnées a été
réalisé au laboratoire par POULAIN (1974), pour des cobayes de 400 grammes. Il

concerne 1'hypothalamus et le septum de cet animal.
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III - ENREGISTREMENT UNITAIRE EXTRACELLULAIRE

Les enregistrements unitaires extracellulaires sont
réalisés & l'aide de microélectrodes de verre remplies d'une solution

conductrice.

a) Microélectrodes simples

Ces électrodes sont fabriquées & partir de tubes de
verre dans lesquels est incorporée une fibre de verre (diamétre externe du
tube : 2 mm + O,1 mm ; diamétre interne : 1,16 mm ; CLARK Electromedical
Instruments). Les tubes sont étirés & l'aide d'un appareil NARISHIGE & étire-
ment vertical. Les tubes chauffés gréce & un filament, s'allongent sous
l'effet d'un poids, puis sont étirés sous 1' effet d'une force électromagnétique.
Les microélectrodes ainsi obtenues ont un diamétre a la pointe de 0,5 3 1,5

micron.

b) Microélectrodes multiples
Les enregistrements sont également obtenus & partir d'un
canal de micropipettes multiples (études‘iontophorétiques, études avec éjection
par compression). Dans ce cas, la pointe du canal d'enregistrement soit se
situe au méme niveau que les pointes des autres canaux (étude de la noradréna-
line), soit fait saillie par rapport aux autres pointes (étude des autres neuro-
régulateurs). Le tube de verre correspondant & ce canal a un diamétre externe

de 4 mm, un diamétre interne de 2,5 mm.
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2/ Solutions utilisées
Les microélectrodes d'enregistrement sont remplies de
NaCl 2M ou de colorants tels que le vert rapide (NaCl 2M saturé avec ce colorant),
le bleu Alcian 8 GX 8%. Les colorants, éjectés des micropipettes gréce a un

~

courant électrique, forment un dépdét & proximité des neurones étudiés, en vue

=

de leur localisation & partir de coupes histologiques.

Le remplissage des microélectrodes est facilité par la

présence de fibres de verre dans les tubes (TASAKI et coll., 1968).

3/ Mesure des résistances des microélectrodes
Les résistances sont mesurées & l'aide d'un appareil
WISTON Electronics Company, B-L 1000 B. La mesure est effectuée gréce & un
. L -9 - < < s
courant d'intensité 5 x 10 ampéres, de fréquence 135 Hz, passé & travers les
électrodes dont la pointe est placée dans du NaCl 2M. Les valeurs obtenues se

situent entre 3 et 15 Mégohms.

L'activite électrique des neurones est enregistrée
grdce a un dispositif classique (figure 2), comprenant un adaptateur 4'impé-
dance, un amplificateur (x 1000). Elle est visualisée sur un oscilloscope
TEKTRONIX 502 A et peut étre filmée & 1l'aide d'une caméra GRASS. Les potentiels
d'action sont isolés du bruit gréce & un discriminateur d'amplitude et convertis
en impulsions de voltage constant. Ces impulsions sont ensuite comptées par
période de 500 msec ocu 1 seconde par un intégrateur (modules NEUROLOG), puis
enregistrés sur papier thermosensible (DEVICES M2). Les signaux peuvent égale-

ment étre stockés sur bande magnétique grdce & un AMPEX.



Figure 2 : Dispositif expérimental pour 1l'enregistrement
de l'activité unitaire des neurones et la

stimulation de 1l'éminence médiane.
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IV - STIMULATION

Une stimulation bipolaire de l'éminance médiane est

réalisée afin de réduire l'aire de stimulation et la contamination des enre-

gistrements par les chocs artéfacts.

La stimulation est assurée par deux types d'électrode

(RHODES Medical Instruments) :

- soit par un fil métallique inséré dans un tube d'acier, faisant saillie a
la pointe et formant ainsi une électrode concentrique (figure 3a),

- soit deux fils métalliques paralléles isolés sauf & leur pointe (figure 3B).

Les deux surfaces de l'électrodes exposées (représentées

en noir sur les schémas) constituent les deux pSles (anode et cathode) de la

stimulation.

[ \ 7

A B
Y 8
0.5 mm
A Y
0.5 mm
>0.2‘mm >0.2<mm
Modéle NE-100 Modéle NE-200

Figure 3 : Schémas des deux types d'électrodes

utilisés pour la stimulation de

1'éminence médiane.
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L'extrémité de l'électrode de stimulation est implantée
stéréotaxiquement, par approche dorsale, gréce au microdescendeur d'un appareil

stéréotaxique, La Précision Cinématographique.

Dans le cas de l'enregistrement de l'activité unitaire
des neurones de l'hypothalamus médio-~basal, 1l'électrode de stimulation droite
fait un angle d'environ 30° avec la verticale afin de permettre l'implantation

de 1l'électrode d'enregistrement (figure 4, situation 2).

Dans le cas des neurones septo-préoptigues, la distance
entre sites d'enregistrement et sites de stimulation est suffisamﬁent importante
pour permettre l'utilisation d'une électrode de stimulation présentant un angle
droit. L'implantation stéréotaxique d'une telle électrode fournit des résultats

plus précis (figure 4, situation 1).

ER

Figure 4 : Schéma de 1'hypothalamus de cobaye en coupe parasagittale montrant
les positions des électrodes d'enregistrement (ER) et de stimula-
tion (ES) pour l'identification antidromique de neurones endocrines
parvocellulaires.

Abréviations : APO, aire préoptique ; CA, commissure antérieure ;
CM, corps mamillaire ; CO, chiasma optique ; EM, éminence médiane ;

HMB, hypothalamus médio-basal.
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3/ Appareils électroniques (figure 2)

Des chocs monophasiQues sont délivrés & partir d'unités
de stimulation isolées DEVICES type 2533, déclenchées par un générateur porte
type 2521, programmé & partir d'un DEVICES Digitimer type 3290. L'intensité de

stimulation est mesurée et demeure constante grice & une unité de courant

constant GRASS modéle CCU 1.

4/ Paramétres de stimulation

Les chocs de stimulation sont appliqués toutes les 750

msec. Ils ont une intensité comprise entre 0,15 et 2 mA, une durée de 0,1

a 1 msec.

V - TECHNIQUES D'EJECTION DE SUBSTANCES A PARTIR DE MICROPIPETTES MULTIPLES

A - LA MICROIONTOPHORESE

La microiontophorése consiste en l'éjection contrélée
de petites quantités de substances chimiques ionisées, & l'extérieur de fines

micropipettes, au moyen de courants électriques (fifure 5).

La quantité de substances éjectées microiontophorétique-
ment est donnée par l'égquation :

n. I. t
zZF

M =

M est la quantité de substance éjectée en moles,n le nombre transport, I le

courant d'éjection, t le temps, z la valence de la sﬁbstance, F la constante
de Faraday.
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Figure 5 : Schémas montrant le principe de la microiontophorése.

A : des anions sont éjectés de la micropipette (M) quand celle-ci
est rendue négative par rapport au milieu externe,
B : en inversant le sens des courants, des cations sont éjectés

de la micropipette.

I : électrode indifférente.

Le nombre transport est déterminé pour chaque substance
4 une concentration donnée. Il dépend de la solubilité, de la dissociation
ionique, de la polarité de la substance. Le nombre transport varie, en outre,

d'une micropipette & l'autre.
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La capacité pour une électrode d'assurer un passage correct
des courants et par conséquent une éjection des substances, dépend essentielle-
ment de sa résistance qui doit &tre & la fois faible et stable. La résistance
d'une électrode est proportionnelle & la résistivité de la solution contenue
dans celle-ci et est inversement proportionnelle au diamét?e interne de sa
pointe. Une contamination de la pointe d'électrode par des particules contenues

dans la solution ou ayant pour origine le tissu nerveux tend & augmenter la
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résistance de l'électrode et & réduire sa capacité de faire passer des courants.
Ces fluctuations de résistance, tant gqu'elles restent minimes, n'ont pas d'im-
portance puisque des sources de courant constant sont utilisées pour l'éjection

iontophorétique.
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L'éjection microiontophorétique de substances dépend
des caractéristiques physiques de 1'électrode ainsi que de la solution contenue
dans celle-ci. Ces facteurs sont responsables, en l'absence de courants ionto-
phorétiques, d'une diffusion, hors de la micropipette, de la substance & tester

due

=

- d'une part, & une différence de concentration de l'ion entre l'intérieur de
1'électrode et le milieu externe,
- et d'autre part, & la pression hydrbstatique créée par la colonne de liquide

placée dans 1l'électrode en position verticale.

Cependant, en raison de la présence d'une solution concen-
trée dans la pipette, une entrée d'eau dans la pointe de celle-ci se produit

et diminue ainsi la quantité de substance libérée.

De plus, cette "fuite" peut &tre éliminée par l'applica-~
tion d'un courant de rétention, c'est-a-dire d'un courant de polarité opposée
4 celle utilisée pour éjecter l'ion actif & partir de l'électrode. Cependant,
différentes études montrent qu'un courant de rétention diminue peu la libération
spontanée de substances, ou bien crée une déplétion substantielle de la substance
active dans la pointe d'électrode, ce qui peut altérer les éjections iontopho-
rétiques subséquentes (KELLY, 1975). Nous n'utilisons pas de courant de réten-
tion au cours de nos expériences. Pour réduire la libération de substances &

partir des extrémités des électrodes, les micropipettes ont des pointes relati-

vement fines et les solutions sont peu concentrées.
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L'introduction dans les micropipettes, de composés marqués
au carbone 14 ou tritiés permet de déterminer, pour chaque électrode, la rela-
tion exacte entre l'intensité du courant appliqué et la quantité de composé
libérée. Il est montré qu'ad partir de la plupart des micropipettes, une relation

linéaire existe entre les deux paramétres (KELLY, 1975).

Cependant, certaines électrodes échouent pour libérer
des quantités détectables de substances bien qu'elles aient une faible résistance
et qu'elles apparaissent assurer correctement le passage de courants (KELLY,
1975).

Il n'est pas possible d'effectuer une calibration in vitro
de chaque électrode, avant son utilisation in vivo. De ce fait, lorsqu'aucun
effet de la substance testée n'est obtenu avec une électrode, les résultats
sont rejetés de l'analyse. Par contre, une électrode sera de "bonne qualité"
lorsque les changements d'activité unitaire en réponse & une substance, seront
nettement proportionnels aux intensités des courants iontophorétiques appliqués

(SZABADI et BRADSHAW, 1974).

La technique de microiontophorése nécessite l'utilisation
d'électrodes multicanaux pour, d'une part enregistrer l'activité électrique
des neurones et d'autre part, délivrer au moyen de courants électriques, dif-
férentes substances. Si les électrodes ont un diamétre & la pointe de l'ordre
de 1 micron ou moins, les résistances électriques élevées des différents canaux

limitent la capacité d'y faire passer des courants.

Lors de 1l'éjection iontophorétique, il se produit un
"bruit électrique"” qui peut masquer la réponse de la substance & tester. Pour
surmonter cette difficulté, les électrodes multiples sont le plus souvent

~

cassées & leur extrémité afin d'abaisser la résistance électrique des canaux.
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Le diamétre a la pointe peut atteindre dés lors, 3 & 10 microns en fonction

du nombre de canaux de l'électrode multiple. Les électrodes de ce type. sont
surtout utilisables pour 1l'étude de neurones de grande taille (50 & 100 microns)
du systéme nerveux central. Par contre, l'approche de neurones de petite taille
(10 & 20 microns) s'avére plus difficile lorsque l'on veut isoler les signaux
électriques & partir d'une cellule. L'activité unitaire est petite, difficile

& discriminer du bruit de fond, des enregistrements stables sur de longues
périodes sont rarement obtenus. Tous ces problémes sont diis aux tailles relatives

et a4 l'arrangement spatial des électrodes et des neurones étudiés.

b) Solutions possibles
Devant ces difficultés pour l'étude iontophorétique de

petits neurones du systéme nerveux central, plusieurs solutions sont proposées.

Ces électrodes sont composées d'une micropipette multiple
conventionnelle sur le c6té de lagquelle est fixée une micropipette simple de
fagon que sa pointe se projette quelques microns & quelques dizaines de microns
au-deld de la pointe de la micropipette multiple. En utilisant ce type d'é€lec-
trode, &4 la fois l'amplitude et la stabilité de l'activité enregistrée sont
grandement améliorées. Différents procédés sont décrits pour l'obtention de
ces électrodes (CURTIS, 1968 ; SPEHLMANN, 1969 ; OLIVER, 1971 ; CROSSMAN et
coll., 1974 ; TAMURA et MARUYAMA, 1979). Ils consistent en 1l'assemblage, sous
microscope, de deux électrodes, l'une simple, parfois courbée avec un angle
spécifique, l'autre multiple préalablement remplie et cassée. Cet assemblage
nécessite l'utilisation de micromanipulateurs adaptés et demande, le plus
souvent, un temps assez important. Récemment, HAVEY et CASPARY (1980) ont décrit
un procédé d'assemblage ne nécessitant ni micromanipulateur adapté, ni courbure
de 1'électrode d'enregistrement. Les auteurs affirment qu'avec une pratique

minime, des micropipettes "paralléles" sont obtenues en 10 & 15 minutes.
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Dans ce cas, il est pris avantage du meilleur rapport
signal-bruit qu'offrent les électrodes métalliques d'enregistrement (FORD, 1974 ;

SONNHOF et coll. 1975).

La microélectrode d'enregistrement qui contient une
fibre de carbone présente un rapport signal-bruit de fond comparable & celui
des microélectrodes métalliques. Elle peut &tre utilisée dans une électrode

multiple destinée & l'application iontophorétique de substances (ARMSTRONG-
JAMES et MILLAR, 1979).

c) Electrodes utilisées par nous-mémes

Elles ont été utilisées pour l'étude des effets de la
noradrénaline. En raison des possibilités limitées des électrodes de ce type
pour l'étude iontophorétique des petits neurones du>systéme nerveux central,

nous nous sommes efforcés d'utiliser d'autres types d'électrode.

Nous avons repris la technique décrite par FORD (1974).
Elle consiste & remplir l'un des canaux d'une électrode multiple, d'un alliage
le CERROLOW dont le point de fusion est faible (70°C). Ce canal sert & 1'enre-
gistrement des activités électriques et a les caractéristiques d'une électrode
métallique. La principale difficulté de cette technique consiste & mettre en
place l'alliage en fusion & la pointe de la microélectrode. Nos tentatives se
sont avérées peu efficaces. D'ailleurs, il ne nous semble pas, d'aprés la

littérature, que cette technique ait été reprise.
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- Procédé mis au point (CARETTE, 1978 a)

Nous avons tiré parti du fait que, lorsque deux tubes
sont partiellement fusionnés, lors d'un étirement les pointes se séparent de

quelgues microns (TERZUOLO et ARAKI, 1961).

Sur la partie médiane d'une baguette de verre ou d'un tube
de verre de longueur 15 cm, de diamétre externe 2 mm, sont fixés, & l'aide d'un
mélange talc-silicate de soude, d'une fagon décalée, des tubes de verre de
longueur 4 cm, de diamétre externe 2 mm, de diamétre interne 1,16 mm, dont
l'arrangement et le nombre sont indiqués sur la figure 6. A l'opposé de ces tubes
est fixé un tube de longueur 4 & 5 cm, de diamétre externe 4 mm, de diamétre
interne 2,5 mm (figure 6). Il est important d'une part que ce tube soit unique-
ment en contact avec le tube ayant la plus grande longueur dans l'assemblage,
d'autre part qu'il ait un diamétre supérieur aux autres canaux afin qu'il ne

soit pas nécessaire d'en recasser la pointe aprés étirement.

o= g B ~®

® © ©

Figure 6 : Schémas montrant différents assemblages de tubes
de verre en section transversale.
Abréviations : bv, baguette de verre ; ce : canal
d'enregistrement ; ci : canaux pour

1'iontophorése.
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Le mélange talc-silicate de soude se durcit lentement &
la température ambiante ou plus rapidement dans une &tuve portée 3 une tempé-
rature supérieure. Il a la propriété de résister aux températures élevées dans
lesquelles le verre est porté pour étre étiré. Les tubes sont chauffés dans la
flamme d'un bec Blinsen, fusionnés & leur partie médiane par une torsion,
replacés dans leur position initiale, puis étirés manuellement sur une
distance de 10 & 20 centimétres. Aprés cassure au niveau de la zone éti-
rée, les deux parties obtenues sont traitées d'une fagon identique.
Un petit crochet est confectionné & l'extrémité de la partie étirée. L'étirement

final est alors accompli en deux étapes, dans une étireuse NARISHIGE, a 1l'aide

d'un poids suspendu au crochet :

- au cours de la premiére étape, la partie étirée des tubes est placée dans
le filament chauffant de l'appareil; un étirement est alors réalisé sur
plusieurs centimétres gr&ce & un poids de 75 g,

- lors de la deuxiéme étape, le filament chauffant est recentré sur la partie

nouvellement étirée pour l'étirement définitif & l'aide du méme poids.

La microélectrode multiple ainsi obtenue présente a son
extrémité, une pointe séparée des autres pointes par quelques microns (figure
7A) . La pointe isolée appartient au tube ayant le plus grand diamétre. Les au-
tres pointes sont groupé€es puisqu'elles correspondent & des tubes de l'assem-
blage qui sont en contact les uns avec les autres en deux points. Sous microscope,
les pointes groupées sont doucement cognées contre 1l'extrémité d'une fine v
baguette de verre de fagon a rendre saillante la pointe isolée de la micro-
électrode. La saillie obtenue peut varier de 10 & 80 microns (Figure 7B).
L'obtention de cette €lectrode nécessite simplement deux microscopes classiques :
1'un permet d'observer l'extrémité de 1'électrode tandis que l'autre, sur la
platine duquel est placée une baguette de verre, permet d'amener l'extrémité

de celle-ci dans le champ du premier microscope.

Afin de consolider l'ensemble des canaux, une couche de
vernis est appliquée en passant une goutte de ce produit, sous loupe binoculaire,
de la pointe vers la partie supérieure de l'électrode. Le vernis est durci en
plagant la pipette dans une étuve & 100°C. pendant quelques heures. Les diffé-
rents canaux sont ensuite remplis de solutions variées par action capillaire,
facilitée par la présence de fibres de verre dans les tubes de 1,16 mm de

diamétre interne (TASAKI et coll. 1968).
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Figure 7 : A : photographie de l'extrémité d'une électrode multiple
avec pointes séparées.
B : la méme électrode avec projection d'une pointe de 10
microns.

Abréviations : bv : baguette de verre ; ce : canal d'enre-

gistrement ; ci : canaux pour l'iontophorése.

Par la suite, cette fagon de procéder est modifiée en
remplagant le vernis par de l'alpha-cyanoacrylate. C'est un produit qui
s'applique sans difficulté, sous loupe binoculaire, prés de la pointe des
électrodes, qui s'insinue dans les interstices situés entre les tubes de
verre en durcissant trés rapidement (environ 30 secondes) & la température
ambiante. Dans ce cas, l'ordre des différentes étapes peut étre modifié.
Aprés étirement, les électrodes sont remplies, 1l'alpha-cyanoacrylate est

appliqué, les pointes groupées sont brisées.

Le canal dont la pointe isolée fait saillie sert & 1l'enre-
gistrement des activités électriques des neurones. Le plus souvent, sa résistan-

ce a une valeur compatible (quelques Mégohms) avec un enregistrement unitaire
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extracellulaire puisque le tube de verre correspondant a un diamétre interne
égal & 2,5 mm, supérieur & celui des autres tubes (1,16 mm). Si nécessaire, la
pointe est brisée sur quelques microns, la résistance électrique est ainsi

abaissée, mais cette pointe fait toujours saillie par rapport aux autres canaux.

~ Avantages de la méthode

Ce procédé de fabrication d'électrodes est relativement
simple & mettre en place. La méthode ne nécessite pas l'assemblage de deux
électrodes préalablement fabriquées. Il suffit d'assembler d'une certaine
maniére, des tubes de verre de diamétre déterminé, pour obtenir, en un temps
relativement court, des électrodes multiples avec projection du canal d'enre~
gistrement, d'un colt peu élevé. Lors de l'assemblage, les tubes de verre
destinés a la microiontophorése sont décalés l'un par rapport a4 l'autre, ainsi
sont évitées les interactions électriques entre les solutions des différents

canaux.

La résistance d'une électrode est inversement proportion-
nelle au diamétre interne de sa pointe. Dans le cas oU la substance a tester
est en solution & une faible concentration, il peut &tre intéressant d'abaisser
la résistance du canal contenant cette substance en augmentant son diamétre a
la pointe. Le passage des courants iontophorétiques est ainsi facilité. Ceci
peut étre obtenu en prenant des tubes de verre de diamétre interne plus impor-

tant (1,62 mm) que celui (1,16 mm ) des tubes habituellement utilisés (figure 6D).

Ce sont des électrodes avec saillie du canal d'enregistre-
ment qui sont utilisées pour les études concernant 1'histamine, les enképhalines
et les stéroides acides (tableau ! ). Les enregistrements des potentiels d'action
antidromiques permettent l'appréciation du rapport signal/bruit obtenu avec

ces électrodes (chapitre I).-



30

Dans les études microiontophorétiques, l'artéfact le
plus fréquent est l'influence polarisante du courant éjectant les substances,
sur la membrane du neurone. L'activité éléctrique des cellules peut étre
excitée par des courants anioniques tandis qu'elle peut &tre inhibée par des
courants cationiques. Les artéfacts de courant sont habituellement abolis
en utilisant une technique de balancement , c'est-a-dire en éyant dans 1l'un
des canaux de la microélectrode multiple, un courant égal au courant microion-

tophorétique mais de polarité opposée.

Dans le cas ou l'électrode d'enregistrement fait saillie,
des effets du courant sont plus rarement observés. Cependant, puisque la rela-
tion spatiale entre un neurone testé et l'extrémité des électrodes ne peut pas
étre évaluée, il convient d'effectuer systématiquement un contréle des courants
avant et aprés les tests concernant les substances. Ce contrdle est réalisé a

travers un canal rempli de NaCl 2M.

Nous utilisons soit des courants balancés avec des
€électrodes ne présentant pas de saillie (étude de la noradrénaline) soit des
courants balancés et/ou de contrdle avec des électrodes présentant une saillie

du canal d'enregistrement.

i e o G s e e i e e 0, e . e e e i s i e S T S B A S i Bt e St . e S b o e o i 2 e e

Chaque canal d'une microélectrode multiple est relié par
l'intermédiaire d'un fil d'argent et d'un cable flexible blindé a un circuit
permettant d'appliquer des tensions de 0 & 90 volts réglables gr&ce & un
potentiométre. Dans le circuit, sont incorporées des résistances de 100 Ma .
Ainsi sont constituées des sources de courant constant. Les courants utilisés
pour l'éjection iontophorétique s'expriment en nanoampéres (1 nA = 10_9 a),
leur intensité est contr8lée continuellement sur un galvanométre avec une

précision de + 1 nA.
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Figure 8 : Schéma du circuit électrique pour la microiontophorése.
Abréviations : Ag : fil d'argent ; G : galvanométre ;

M : micropipette ; P : potentiométre.

Il est possible que des particules obstruent la pointe
des micropipettes au cours de leur pénétration dans le cerveau, surtout lorsqu'’
une électrode est descendue plusieurs fois. Il en résulte des fluctuations
importantes de la résistance des électrodes. Des oscillations des courants
passant & travers les canaux, observables sur le galvanométre, traduisent ces
phénoménes. Dans ce cas, il est peu vraisemblable que des quantités consistantes
de substances soient éjectées des micropipettes. Aussi, seulement les applica-

tions iontophorétiques pour lesquelles les courants sont stables, sont considérées

dans nos études.
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Voir page suivante.
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B - LA PRESSION

La substance & tester est &éjectée a partir d'une micro-

pipette, dans un volume de solvant, sous l'effet d'une pression.

o . i S B e St e S S S S S T O S B S S e e e e S S e e e s e e i s e e (i v e i o S

C'est sans aucun doute, le facteur le plus important.
Des changements minimes dans le diamétre interne peuvent entrainer des varia-
tions importantes dans les volumes éjectés pour une pression donnée (SAKAI et
coll., 1979 ; PALMER et coll,, 1980). Par conséquent, la moindre particule
dans les solutions remplissant les différents canaux d'une électrode et surtout
l'obstruction partielle ou totale des pointes par des éléments du tissu nerveux,
entrainent une variabilité des volumes éjectés & partir d'une pipette. C'est
sans doute ce qui explique pourquoi cette méthode, apparue dés 1963 (KRNJEVIC
et PHILLIS, 1963), n'est pas utilisée d'une fagon intense depuis. Ces auteurs
1'ont d'ailleurs employée pour contrSler la possibilité que les changements
de l'activité nerveuse ne soient pas dus & des effets des courants iontophoré-

tiques.

b) La viscosité du solvant

SAKAI et coll. (1979) montrent l'influence de ce facteur
en observant des éjections de solutions éthanoliques plus importantes que celles

des solutions aqueuses pour une pression donnée.
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3/ Diffusion spontanée de substances & partir de micropipettes multiples
Lorsqu'une pression n'est pas appliquée, il se produit
une diffusion spontanée de la substance dont les causes sont indiquées dans le
paragraphe consacré a l'iontophorése. L'utilisation d'une pression négative
permet de réduire la libération des substances non ionisables. Cependant,
l'application de cette pression négative peut entrainer une diminution ou méme
un arrét de la sortie des substances lorsqu'une pression positive est appliquée

(KELLY, 1975).

Les quantités éjectées & partir de micropipettes, par

application de différentes pressions, sont mesurées de deux fagons :

a) Mesure des dimensions de la goutte formée & 1l'extrémité de la

L ==

Les gouttes sont éjectées dans de l'huile et la mesure
du diamétre des gouttes sphériques formées & différentes pressions est effectuée
sous microscope, & l'aide d'un oculaire micrométrique. Les volumes obtenus
présentent une relation linéaire avec les paramétres pression et durée d'appli-
cation de la pression (Mc CAMAN et coll., 1977 ; SAKAI et coll., 1979).
Cependant, selon SAKAI et coll. (1979), cette relation linéaire n'existe que
pour des microélectrodes dont le diamétre & la pointe est compris entre 0,6

et 1,2 micron.

b) Mesure_a_l'aide de_radioisotopes_

Les volumes éjectés par pression peuvent étre mesurés &
l'aide de solutions radicactives. La méme relation linéaire est obtenue avec
cette méthode (Mc CAMAN et coll., 1977 ; SAKAI et coll., 1979 ; PALMER et
coll., 1980). '
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\ En raison de l'imprécision possible de la mesure du
diamétre des gouttes, certains auteurs (Mc CAMAN et coll., 1977 ; SAKAI et
coll., 1979) comparent les résultats obtenus par les deux méthodes. Leurs
données acquises avec des mesures radioisotopiques sont en accord avec les esti-
mations faites en mesurant le diamétre des gouttes sphériques, indiquant la
validité de cette derniére méthode pour une quantification des volumes

éjectés.

Pour des raisons précédemment exposées dans le paragraphe
iontophorése, nos électrodes présentent une saillie du canal d'enregistrement,
et éont fabriquées d'une maniére similaire & celle décrite auparavant. Quelques
modifications sont apportées & la construction de ces électrodes. Les tubes
destinés 4 l'application par pression sont courbés afin de recevoir les supports
pour électrodes (modéle EH-2S, W.P. Instruments). En raison des variations de
diamétre externe des tubes de verres (2 mm + 0,1), les deux canaux utilisés
pour 1l'application par pression sont issus du méme tube de longueur 15 cm, coupé
en deux parties égales qui sont courbées puis assemblées aux autres tubes. Dans
le cas ou trois canaux sont destinés & l'application par pression, les tubes
choisis ont un diamétre externe sensiblement identique. Les électrodes étirées
sont remplies, leurs pointes sont siliconisées par immersion, durant quelqueé
secondes, dans du SURFACIL non dilué (PIERCE). Ce traitement facilite la
formation d'une goutte sphérique a la pointe de 1l'électrode, empéchant la solu-
tion éjectée par pression de remonter le long de la pointe. Quelques minutes
plus tard, les 5 pointes groupées sont brisées sous microscope, de fagon que

la pointe du 6éme canal fasse saillie.



36

Des supports EH-2S sont fermement attachés aux extrémités
supérieures des tubes courbés, ce systéme pouvant supporter une pression maxi-
mum de 7 bars (1 bar = 14,50 psi). Par 1'intermédiaire de raccords OMNIFIT
et de tubes plastiques rigides, les supports sont reliés & 2 voies d'un robinet
a 3 voies (0,30 Bot, OMNIFIT). La 3éme est connectée & une valve, contrblée
manuellement, qui permet d'appliquer la pression aux deux canaux. Dans le cas
ol trois canaux sont nécessaires pour l'application par pression, ce robinet
a 3 voies est remplacé par un robinet & 8 voies (0,80 Bot, OMNIFIT). La source
de pression est une bouteille d'azote comprimé, associée & un manométre (0,1

& 6 bars).

c) Quantification des_volumes éjectés_

Cette quantification est réalisée en mesurant, sous micros-
cope, & l'aide d'un oculaire micrométrique, le diamétre des gouttes sphériques
formées & la pointe des microélectrodes (figure 11), & la suite de l'application
d'une pression (0,1 & 6 bars) pendant un temps donné (5 ou 10 secondes). Les

volumes é€jectés s'expriment en picolitres par secondes (10-12/sec.).

La mesure des volumes éjectés par pression est effectuée
pour différentes valeurs de la saillie du canal d'enregistrement. Avec des élec-
trodes dont la saillie est égale & 20 microns, des pressions allant jusque 6
bars sont parfois inefficaces pour l'éjection d'une solution. Ou bien, il y
a une latence importante avant que l'éjection ne se produise (jusque 5 secondes,
selon la valeur de la pression appliquée) et dans ce cas, il n'y a pas de rela-

tion linéaire entre les volumes éjectés et les pressions appliquées (figure 12).

Lorsque la séparation entre les pointes des canaux atteint
80 microns, de faibles pressions (0,2 & 0,3 bar) entrainent des éjections trop

=

importantes de solutions (figure 12) qui peuvent étre & l'origine d'artéfacts.



Figure 10 : Dispositif expérimental pour l'application par
compression, & partir de micropipettes multiples,

de substances.
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®

0.6 bar

5 sec=
2.5 pl

£gney

\ LILE

Figure 11 : A : Photographie d'une pointe de microélectrode
présentant une saillie de 40 microns. En-dessous,
assemblage des tubes de verre montrés; en section
transversale.
Calibration : 20 microns pour la photographie,

12 mm pour le schéma.

B : Calibration in vitro : une goutte de solution
est éjectée avec une pression de 0,6 bar pendant
5 secondes dans de 1l'huile.
Abréviations : ce, canal d'enregistrement ; cp,

canaux pour la pression ; SP, séparation des pointes.

Les microélectrodes présentant une saillie de 40 microns
apparaissent les mieux adaptés pour obtenir une bonne relation linéaire entre
les volumes €jectés et les pressions appliquées dans une gamme de valeurs uti-

lisables.
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pl/sec

soum

bar

Figure 12 : Effets de pressibns variées sur les éjections
(exprimées en picolitre par seconde : pl/sec.)
de solutions & partir de microélectrodes ayant des
saillies de 20, 40 et 80 microns. La reproductibi-
1lité des éjections est testée en appliquant chaque
pression deux fois : les volumes sont identiques,
sauf dans le cas indiqué par une ligne verticale
pour l'électrode dont la saillie est égale a

80 microns.

Par les mesures effectuées au préalable, il apparailt
indispensable de réaliser systématiquement, pour chaque électrode utilisée,
une calibration afin de déterminer dans quelle gamme de pression il convient
d'expérimenter. Une électrode ne sera utilisée que dans la mesure ou les 2 ou
3 canaux montrent des €jections analogues pour une pression donnée et si une

reproductibilité des volumes éjectés par une méme pression est obtenue.
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Le glutamate a été choisi parce que c'est une substance
connue pour avoir un effet excitateur sur la plupart des neurones du systéme ner-
veux central.Comme montré dans la figure 13 A, 1l'effet du glutamate appliqué par
pression se manifeste rapidement. Il est confiné & la période d'application et son
amplitude est fonction de la valeur de la pression appliquée. L'éjection, sur un
méme neurone, du glutamate par pression ou par iontophorése ne révéle pratiquement
aucune différence dans les effets obtenus (figure 13 A). Il peut simplement étre
noté que la libération par pression conduit & un effet dont la latence est un peu

plus grande. Une observation similaire est rapportée par KRNJEVIC et PHILLIS
(1963) .

A partir d'un canal adjacent, le solvant (eau distillée)
du glutamate est appliqué par pression afin de déterminer s'il péut étre a
l'origine d'artéfacts sur l'activité unitaire des neurones étudiés. Dans
certains cas, l'application du solvant entraine une inhibition instantanée
de l'activité spontanée. L'amplitude et le décours de cette action inhibitrice

sont en relation avec le débit du solvant (figure 13 B).

La modification de l'environnement ionique du neurone
par le volume d'eau distillée peut étre & l'origine de 1l'inhibition de l'acti-
vité électrique. Aussi, quelques expériences sont-elles effectuées avec des
électrodes contenant une solution saline physiologique dont la composition
est la suivante : NaCl, 137 ; KC1, 2,49 ; NaH2P04,

NaHCOB, 12 (en millimoles par litre). De nouveau, des résultats similaires

a ceux précédemment décrits pour l'eau distillée sont obtenus (figure 13 C).

En raison d'une interaction possible entre le volume de solution saline éjecté
par pression et la libération spontanée de glutamate qui pourrait expliquer
les effets observés, des électrodes n'ayant pas de canal rempli de la substance

excitatrice sont utilisées et conduisent aux mémes observations.



FIGURE 13 : A : Enregistement graphique de l'activité unitaire d'un
neurone. L'activité est intégrée sur des périodes fixes.
Le glutamate (G) est appliqué par pression., Les barres
horizontales sous l'enregistrement montrent la durée
d'application. Les nombres indiquent les valeurs de
pression. Les lignes pointillées au-dessus de l'enregis-
trement indiquent 1' éjection iontophorétique de glutamate
exprimée en nancampéres., La valeur de la séparation des
pointes de la'microélectrode (SP) est de 40 microns.
L'effet du glutamate, éjecté par iontophorése (33 nA) est
comparable, en amplitude, & l'application de la substance &
1'aide d'une pression de 1 bar.

B.F. : Effets bloquants d'une solution appliquée par pression
(eau distillée : ED ou solution saline physiologique : P)
sur une activité spontanée ou une activité induite par
le glutamate. /

B : Effets inhibiteurs de l'eau distillée sur une activité
spontanée.

C : Inhibition d'une activité spontanée par une solution saline
physiologique.

D : Inhibition de longue durée d'une activité spontanée par de
l'eau distillée. L'application iontophorétique de glutamate
durant la période d'inhibition provoque une excitation.

E : L'eau distillée inhibe une activité induite par le glutamate.
Cette inhibition est contrecarrée par l'application ionto-
phorétique de glutamate,

F : Inhibition par l'eau distillée d'une activité induite par le
glutamate. La réponse au glutamate du neurone actif spontanément
est totalement bloquée tandis que l'activité spontanée (astéris-
que) n'est pas modifiée.

Calibration : barre verticale : 10 potentiels d'action. Ces

potentiels sont intégrés pendant 1 seconde (A, B, C, D, E) ou

500 msec (F).
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Les inhibitions sur l'activité spontanée peuvent s'expli-
quer par un effet mécanique provoqué par le volume de sclution éjecté poussant,
éloignant le neurone de la pointe d'électrode d'enregistrement. En fait,
dans trés peu de cas, il y a diminution d'amplitude des potentiels d'action,
sans modification de la fréquence de décharge. L'effet solvant habituellement
observé est caractérisé par une diminution progressive de l'activité unitaire
jusqu'au blocage complet sans diminution notable de 1'amplitude des potentiels
d'action. Le glutamate, appliqué par iontophorése, est d'ailleurs capable
d'exciter le neurone dont l'activité est complétement bloguée par le solvant
(figure 13 D). Ceci prouve que le neurone, bien que silencieux, est encore
présent sous la pointe de la microélectrode et que les mécanismes post~synapti-
ques ne sont pas altérés durant cette période d'inhibition. L'effet observeé
peut donc résulter d'un blocage de la transmission synaptique, provoqué par le

volume de solution éjecté.

Certains auteurs (LENG, 1980 ; PALMER et coll., 1980)
indiquent que l'activité unitaire de neurones testés avec des épplications de
quelgues picolitres de solutions salines n'est pas affectée. Par contre, PALMER
et coll. (1980) observent des modifications de l'activité neuronale en éjectant
par pression de l'eau distillée et indiquent l'importance d'utiliser du NaCl
165 mM comme solvant des substances &jectées par pression. Dans le cas des
travaux de LENG (1980), les volumes de NaCl 0,15 M sont sans doute &jectés
avec un débit trop faible (inférieur & 2 pl/sec.) pour modifier l'activité
des neurones. La discordance entre les observations de PALMER et coll. (1980)
et les nbtres est difficilement explicable. Il est & noter que d'autres auteurs
(GORDON et coll., 1979 ; MALPELI et coll., 1979) ont également observé une
perte transitoire de l'activité unitaire de neurones in vivo, par l'application

juxtacellulaire de volumes de solution saline isotonique.
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Substan?es Origine Concentration Solvant pH
testées
L-glutamate SIGMA M Eau distillée 7
monosodique
17 B-oestradiol CALBIOCHEM 2 x 107°M Ethanol 7
+
Eau distillée
(Concentration
finale d'éthanol:
2 %)
Cortisol CALBIOCHEM 2 x 10 "M Ethanol 7
+
Eau distillée
{Concentration
finale 4d'éthanol:
2 %).
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C - EJECTIONS PAR PRESSION ET_PAR IONTOPHORESE SIMULTANEMENT

Les neurones hypothalamiques, surtout les neurones
endocrines, présentent souvent une activité unitaire spontanée faible ou nulle
(RICHARD et coll., 1978). Ainsi bien souvent, il est nécessaire de tester des
substances sur des activités induites par le glutamate. Dans le cas de la
microiontophorése, 1l'application de plusieurs courants pour l'éjectiop simultanée
de différentes substances est possible. Nous avons voulu déterminer dans
quelles conditions une éjection simultanée de glutamate par iontophorése et

d'une substance par pression est possible.

Une activité induite par le glutamate peut étre plus ou
moins inhibée, selon le débit de la solution d'eau distillée appliquée par
pression (figure 13 E). L'effet bloguant s'établit rapidement, est réversible
immédiatement ou en quelques secondes. Dans tous les cas, cet effet bloquant
peut étre surmonté en augmentant l'intensité du courant iontophorétique pour
l'éjection du glutamate (figure 13 E). Ces observations suggérent que la
période d'inhibition est due & une dilution des ions glutamate par le solvant,
qgui ne sont donc plus capables d'atteindre la membrane postsynaptique en quan-
tités suffisantes. Cette interprétation est d'ailleurs fortement appuyée par
l'observation illustrée par la figure 13 F. Une nette inhibition de la réponse
induite par le glutamate est obtenue sans réduction de l'activité spontanée
du neurone. Ceci exclut la possibilité que 1l'inhibition par l'eau distillée
de l'activité induite par le glutamate soit attribuable & un effet direct sur
le neurocne. Ceci suggére également que l'effet bloquant est obtenu sur l'acti-
vité spontanée avec des volumes éjectés plus élevés que ceux nécessaires pour

inhiber l'activité induite par le glutamate.

D - PROTOCOLE EXPERIMENTAL A SUIVRE DANS_LE CAS D'UNE EJECTION PAR PRESSION
En raison de l'importance du diamétre de la pointe des
électrodes pour 1l'éjection par pression, il est indispensable d'effectuer une
calibration in vitro, sous microscope, de chaque microélectrode avant son uti-

lisation in wvivo.
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Lorsque la pipette est descendue dans le cerveau, un
effet solvant sur l'activité unitaire des neurones peut survenir avec des
éjections de solutions de volumes bien différents d'un neurone & l'autre.
Ceci indique 1l'importance dans les effets solvants de la relation spatiale
entre la pointe de la microélectrode et le corps cellulaire du neurone enre-
gistré. Dans la pratique, lorsqu'un effet solvant est obtenu, des éjections
graduelles sont effectuées afin de déterminer la valeur de pression pour
laquelle aucun effet solvant n'est obtenu. Ensuite, la substance & tester

est éjectée avec une pression de valeur inférieure & celle trouvée précé-

demment. Cette fagon de procéder est illustrée par la figure 14.

I _______2_9________________nA .
il Mﬂ bt i b f,/./.f/ (I J, 1
ED5 5 + 5 % G—> e

SP:20um —
10 sec

Figure 14 : Enregistrement graphique de l'activité unitaire d'un
neurone hypothalamique. L'eau distillée (ED) a des effets
solvants sur une activité induite par le glutamate pour
des pressions supérieures a 2 bars. Le glutamate (G) est

testé avec des valeurs inférieures & cette pression et

produit une excitation.

En raison du fait que les pointes des électrodes peuvent
s'obstruer plus ou moins dans le tissu nerveux, il nous apparait indispensable
de bien vérifier que les éjections 4 partir des deux canaux sont identiques
pour une pression donnée, sous microscope, aprés l'expérimentation, afin de

valider les observations effectuées.
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Dans les études utilisant la pression pour éjecter
des substances, & partir de micropipettes in vivo (KRJENIC et PHILLIS, 1963 ;
BEN BARAK et coll., 1977 ; ZIEGLGXNSBERGER et coll., 1979 ; MARWAHA et coll.,
1980 ; PALMER et coll., 1980), aucun protocole expérimental précis n'est décrit.
Seuls, BEN BARAK et coll. (1977) indiquent une calibration in vitro, sous
microscope, en mesurant le diamétre des gouttes formées. Cependant, il n'y a
aucune indication d'une calibration systématique pour chaque électrode utilisée
in vivo, ni d'une calibration effectude aprés utilisation de 1l'électrode dans

le cerveau.

VI - TECHENIQUES HISTOLOGIQUES

Au cours de l'expérimentation, certains sites d'enre-
gistrement sont repérés gréce au dépbét d'un colorant contenu dans la micro-
électrode d'enregistrement. Le colorant est éjecté de la pipette grdce & un
courant (5 & 6 pA pendant 5 & 10 minutes pour le vert rapide, 1 pyA pendant

quelques minutes pour le bleu Alcian).

1/ Prélévement et fixation du cerveau
En fin d'expérience, une lame de scalpel est fixée sur
le support d'implantation stéréotaxique pour l'électrode d'enregistrement. Le
cerveau est alors coupé transversalement dans un plan paralléle & celui des
traces de microélectrodes. L'animal est enlevé de l'appareil stéréotaxique,
sacrifié, le cerveau prélevé puis fixé pour repérage histologique. La fixation

est réalisée dans du formol 10 %, pendant au moins 48 heures.

2/ Confection des_coupes
Des coupes frontales (paralléles au plan des traces des
microélectrodes), d'une épaisseur de 100 microns, sont obtenues par la technique

de congélation, grdce & un microtome a glissiéres horizontales (LEITZ), muni

d'un porte-objet permettant de congeler le bloc de tissu nerveux (dispositif
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de type PELCOOL MSE). Les coupes sont recueillies dans une solution contenant
de la gélatine et de l'alcool a 80°, placées sur des lames et séchées dans une

étuve a4 37°C. Les coupes sont colorées par la thionine ou le crésyl-violet.

3/ Examen des_coupes
L'examen histologique permet de localiser dans le
tissu nerveux, les dépbts de colorant, les traces laissées par les microélec-

trodes et l'extrémité des électrodes de stimulation.

A partir de ces observations, les sites d'enregistrement
et de stimulation sont replacés sur des schémas de coupes frontales d'hypo-

thalamus.



CHAPITRE I

IDENTIFICATION ET LOCALISATION DE NEURONES
ENDOCRINES PARVOCELLULAIRES
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I - PRINCIPE DE L'IDENTIFICATION ANTIDROMIQUE

La technique de l'identification antidromique permet
de reconnaitre, dans le systéme nerveux central, les corps cellulaires de
neurones dont les terminaisons axoniques sont bien localisées. Au niveau
de l'hypothalamus, cette technique a d'abord été utilisée pour s'assurer
que l'activité unitaire, enregistrée dans les noyaux supraoptiques et
paraventriculaires, provenait de neurones dont les terminaisons axoniques se
situaient dans la neurohypophyse (YAGI et coll., 1966), puis reprise pour
identifier les neurones endocrines parvocellulaires (YAGI et SAWAKI, 1970 ;

MAKARA et coll,, '1972).

Dans notre é&tude électrophysiologique pour identifier,
étudier puis localiser des neurones endocrines parvocellulaires chez le
cobaye, une électrode de stimulation est placée, par voie dorsale, dans
la région de l'éminence médiane, des chocs de stimulation étant délivrés
toutes les 750 msec. Une électrode d'enregistrement explore l'ensemble de
1l'hypothalamus ainsi que le septum et les noyaux de la bande diagonale
de BROCA selon des coordonnées stéréotaxiques fournies par l'atlas de

POULAIN (1974).

La stimulation électrique d'une terminaison axonique
provoque la naissance d'un potentiel d'action qui se propage ensuite dans
une direction antidromique, le long de l'axone et envahit, plusieurs milli-
secondes plus tard, le corps cellulaire du neurone. Le potentiel d'action

ainsi évoqué posséde plusieurs caractéristiques

- il sur&ient avec une latence constante aprés chaque stimulation (figure 15
Bl). La valeur de ces latences varie de 2 msec & 30 msec (figure 15 Al, BI1,
C),

- il suit des stimulations répétitives dont la fréquence est égale au moins
& 100 Bz (figure 15 A2). La forme des potentiels d'action, a la suite d'une
stimulation de fréquence élevée, est modifiée, attribuable sans doute ala
période réfractaire relative de l'ensemble soma-dendrites (SAWAKI et YAGI,
1973), |

- il entre en collision avec un potentiel d'action orthodromique, preuve que

le potentiel d'action évoqué n'est pas d'origine trans-synaptique.
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Le principe du test de collision repose sur l'observation que deux poten-
tiels d'action se déplagant le long d'un axone, l'un dans le sens antéro-
grade, l'autre dans le sens rétrograde, s'annulent 1'un l'autre. Ce test
est illustré par les figures 15 A3, B5, C et 16 C ; il est représenté
schématiquement par la figure 17. Un stimulus est appliqué au niveau de

la terminaison axonique d'un neurone peu aprés qu'un potentiel d'action
spontané soit enregistré au niveau de son corps cellulaire.

Le potentiel d'action évoqué par la stimulation n'atteint pas le corps
cellulaire du neurone. La collision aboutit & une période aprés un po-
tentiel d'action spontané, durant laguelle aucune réponse & la stimulation
n'est observable. Cette période est appelée l'intervalle de collision c
entre le potentiel d'action spontané et le stimulus qui est égal au temps
que met le potentiel pour aller du corps cellulaire jusqu'd l'aire de
stimulation (c'est-a-dire la latence 1) plus la période réfractaire (r) de

l'axone au niveau de la terminaison.
c = 1 + r

Un exemple de la détermination de l'intervalle de collision est donné par

la figure 16.

En pratique, le test de collision est réalisé en dé-
clenchant automatiquement par un potentiel d'action 5pontané, le stimulus
& des intervalies de temps variables. De nombreux neurones endocrines sont
sans activité spontanée. Dans ce cas, le test de collision est effectué a
1'aide de potentiels d'action induits par le glutamate. Dans les études
concernant les effets des neurorégulateurs sur des neurones endocrines, les
microélectrodes multiples utilisées comportent presque toujours un canal
rempli d'un amino-acide excitateur, le glutamate. Outre la réalisation du tést
de collision, cette substance permet de faire la discrimination entre les
potentiels d'action & partir d'un corps cellulaire et céux & partir d'un
axone (FRIES et ZIEGLG&NSBERGER, 1974) et ainsi d'avoir la certitude que

les substances sont testées sur des corps cellulaires.



FIGURE 15 : Réponses antidromiques a la stimulation de 1'éminence
médiane.
Al : Neurone activé antidromiquement ; latence fixe du
potentiel d'action : 27 msec.

A2 Réponses & 3 stimuli (fréquence : 166 Hz).

..

A3 : Absence de réponse antidromique (astérisque). Le
stimulus est déclenché par un potentiel d'action
spontané.

B1 Potentiel d'action antidromique présentant un dé-

crochement dans sa phase ascendante (composantes
a et b).

B2 : Latence fixe de la composante a ; latence variable
de la composante b (superposition de trois clichés).

B3 : Fractionnement des deux composantes par 2 stimuli.

B4 : En réponse au 2éme stimulus, seule la composante a
apparait.

BS : Il y a collision entre le potentiel d'action spontané
et le potentiel évoqué par le ler stimulus
(astérisque).

C : Réponse antidromique d4'un neurone préoptique ;
latence : 6 msec. ; phénoméne de collision (astérisque).

Calibration : 5 msec, 0,2 mv ; ! : artéfact de stimulation ;

positivité wvers le haut.






FIGURE 16 : Potentiels d'action antidromiques d'un neurcne préoptique

en réponse & la stimulation de 1l'éminence médiane.

A :
B :

Ce neurone a une latence (1) égale & 9 msec.

Pour déterminer la période réfractaire absolue (r) du
neurcne, deux stimuli sont appliqués a différents inter-
valles de temps. Le plus petit intervalle de temps
déclenchant 2 potentiels d'action est égal & 2 msec, soit
la période réfractaire absolue du neurone. Noter que le
deuxiéme potentiel d'action antidromique a une latence
plus longue.

Un potentiel d'action spontané (& la partie gauche de
l'enregistrement) est utilisé pour déclencher la stimu-
lation. Il y a phénoméne de collision (astérisque) puisque
la stimulation survient 5 msec aprés le potentiel
d'action spontané, valeur inférieure a l'intervalle de
collision obtenu en additionnant 1 et ¢, soit 11 msec.

11 msec séparent le choc de stimulation du potentiel
d'action spontané, c'est-a-dire la valeur de l'intervalle
de collision. Dans ce cas, un potentiel d'action anti-

dromique apparait.

Calibrations : 5 msec, 0,2 mV ;T : artéfact de stimulation ;

positivité vers le haut.
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FIGURE 17 : Représentation schématique de la collision entre potentiel
d'action'spontané ou induit par le glutamate et potentiel
d'action antidromique.

E : électrode d'enregistrement ; S : électrode de stimulation.

II - REPONSES ORTHODROMIQUES

Certaines réponses a la stimulation de l'éminence
médiane ne remplissent pas les critéres précédemment décrits. Elles apparais-
sent de nature trans-synaptique. Deux ou trois potentiels d'action sont
déclenchés en réponse a4 un seul choc de stimulation (figure 18 Al, A2). Une
gbsence de collision est démontrée (figure 18 Bl, B2, B3). La latence des
éotentiels d'action obténus n'est pas fixe (figure 18). Certains neurones

occasionnellement, ne répondent pas consécutivement & des stimuli répétés.

L'activation orthodromique de neurones hypothalamiques
en réponse a la stimulation de l'éminence médiane provient vraisemblablement
de l'activation de collatérales axoniques de neurones endocrines. La projec-
tion de ces collatérales dans 1l'hypothalamus médio-basal et l'aire préoptique
est déterminée par des‘techniques €électrophysiologiques (SAWAKI et YAGI,

1976 ; YAGI et SAWAKI, 1977).



FIGURE 18 :
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Caractéristiques des réponses orthodromiques.

Al : En réponse a un choc de stimulation, deux potentiels
d'action sont évoqués.

A2 : En augmentant l'intensité de stimulation, le nombre de
potentiels d'action s'accroit.

Bl, B2, B3 : Absence de collision dans le cas d'une réponse
orthodromique. La stimulation est déclenchée par un
potentiel d'action spontané. B2 et B3 montrent la
latence variable de ce type de réponse.

Calibrations : 5 msec, 0,2 mV ; t : artéfact de stimu-

lation ; positivité vers le haut.
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Ou bien, dans le cas d'une intensité de stimulation
élevée, l'aire de stimulation peut atteindre des corps cellulaires de neu-
rones du noyau arqué, ce qui déclenche des réponses orthodromiques, en par-
ticulier dans les aires préoptique et septale. Des techniques électrophysio-
logiques comportant une stimulation de l'aire préoptique, démontrent que
des neurones de 1l'hypothalamus médio-basal s'y projettent (HARRIS et
SANGHERA, 1974 ; MAKARA et HODACS, 1975).

III - LOCALISATION DES CORPS CELLULAIRES DES NEURONES ACTIVES ANTIDROMIQUEMENT

Notre localisation anatomique des neurones dont les axones
se projettent directement dans 1'éminence médiane est montrée sur la
figure 19. Ces neurones sont situés dans de nombreux noyaux et aires de
1'hypothalamus ainsi que dans le septum et les noyaux de la bandelette dia-

gonale de BROCA.

Une localisation plus précise des corps cellulaires de
ces neurones sera donnée pour chaque étude de neurorégulateur, gréce a des
schémas d'hypothalamus en coupe transversale, a différentes coordonnées antéro-
postérieures. La figure 20 montre le repérage sur coupes transversales d‘'hypo-
thalamus, des traces de microélectrodes d'enregistrement et d'électrodes de
stimulation ainsi que des dépbts de colorants effectués prés des neurones

étudiés.
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FIGURE 19

Schéma de 1'hypothalamus de cobaye en coupe parasagittale
indiguant les différents noyaux et aires ol sont localisés

des corps cellulaires de neurones se projetant vers l'éminence
médiane : AHA : aire hypothalamique antérieure ; APO : aire
préoptique ; APV : aire périventriculaire ; DM : noyau dorso-
médian ; NA : noyaﬁ arqué ; S : septum ; SC : noyau supra-
chiasmatique ; TD : tractus diagonal de BROCA ; VM : noyau
ventro-médian.

Autres abréviations : CA : commissure antérieure ; CM : corps
mamillaire ; CO : chiasma optique ; EM : éminence médiane ;

F : fornix, Th : thalamus.




FIGURE 20 : Coupes frontales d'hypothalamus montrant les sites
de stimulation de l'éminence médiane et d'enregistre-
ment de neurones endocrines.
a~b : sites de stimulation (indiqués par une fléche)
dans l'éminence médiane ; cas d'une électrode
concentrique bipolaire.
¢ : stimulation de l'éminence médiane par une
électrode bipolaire dont l'extrémité est consti-
tuée de 2 fils métalliques paralléles (fléches).
d-e : coupes frontales adjacentes & travers l'aire
préoptique montrant les traces laissées dans le
tissu nerveux par les microélectrodes d'enregis-
trement a4 deux coordonnées latérales.
f : au sein de la méme coupe frontale, 2 traces paralléles
de microélectrodes d'enregistrement.
g : dépbt de vert rapide dans le noyau ventro-médian.
h : dépét de bleu Alcian dans le noyau septal médian

(calibration : 50 um)

a et £ : coloration au crésyl violet.

b, ¢, d, e, g, h : coloration & la thionine.

Abréviations : a : noyau arqué ; APO : aire préoptique ;

CO : chiasma optique ; em : éminence médiane.
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IV - PROPRIETES ELECTRIQUES DES NEURONES ENDOCRINES

Les potentiels d'action antidromigues sont la plupart
du temps biphasiques avec une phase initiale positive suivie d'une phase
négative. Sur la phase ascendante du potentiel d'action, existe le plus
souvent un décrochement plus ou moins prononcé qui traduit la difficulté

de passage des potentiels d'action & partir‘de 1l'axone vers le corps cel-
lulaire & travers le segment initial de l'axone (figure 15 Bl). La premiére
phase positive du potentiel d'action représente l'activité électrique du
segment initial (potentiel a) tandis qgue la phase tardive correspond a celle

de l'ensemble soma-dendrites (potentiel b) (réf. dans RICHARD et coll., 1978).

2/ Bériode réfractaire absolue
Comme indiqué figure 16 B, la période réfractaire
absolue correspond au plus petit intervalle de temps entre deux stimuli,
permettant l'apparition de deux potentiels d'action antidromiques. La
période réfractaire absolue des neurones endocrines parvocellulaires appa-

rait trés variable : elle dure de 1,4 34 100 msec (RICHARD et coll., 1978).

3/ Latences et vitesses de conduction
La latence des potentiels d'action antidromiques cor-

respond au temps que met le potentiel d'action évoqué par stimulation de
la terminaison axonique, pour atteindre le corps cellulaire du neurone.
C'est la composante a du potentiel qui est prise en considération puisqu'elle
survient avec une latence fixe tandis que la composante b peut apparaitre avec
une latence variable (figure 15 Bl, B2). Les latences des potentiels d'action
antidromiques des neurones parvocellulaires se situent le plus souvent entre

5 et 30 msec.
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la vitesse de conduction des potentiels d'action est
calculée & partir des valeurs de latence et de distance'entre électrodes
d'enregistrement et de stimulation. Dans l'exemple de la figure 16, le neu-
rone préoptique a une longueur d'axone estimée & 3 mm. La latence du poten-
tiel d'action antidromique est égale & 9 msec. La vitesse deyconduction
est de 0,33 m/sec. Des valeurs de 0,3 m/sec sont obtenues par KAWAKAMI et
SAKUMA (1976) pour des neurones des aires préoptique et hypothalamique

antérieure.

B - ACTIVITE UNITAIRE SPONTANEE
Pour 1l'ensemble des neurones endocrines parvocellulaires

localisés dans l'hypothalamus et le septum, le pourcehtage de neurones sans
activité spontanée s'éléve a environ 45 %. Des valeurs supérieures sont
données par de nombreux auteurs (références dans RICHARD et coll., 1978),
tandis que KAWAKAMI et SAKUMA (1976) obtiennent des valeurs inférieures
(12 %). Nous n'avons pas effectué de mesures de l'activité moyenne des
neurones endocrines parvocellulaires, mais le plus soﬁvent, elle apparait

=

faible, inférieure a 1 potentiel d'action par seconde.

V - DISCUSSION

A - APPROCHES POUR LA STIMULATION DE L'EMINENCE MEDIANE

— - —— —— — —— g —— — — — — m— —te  —— — A m— —— — —

La jonction éminence médiane-tige hypophysaire et 1'hypo-
physe sont exposées. L'approche du cerveau est ventrale et dans ce cas, l'élec~
trode de stimulation est guidée visuellement, & l'aide d'une loupe binoculaire,
a la jonction éminence médiane~tige hypophysaire. L'électrode est placée en
surface. Cette fagon de stimuler l'éminence médiane est effectuée uniquement

chez le rat.
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Les corps cellulaires des neurones endocrines identifiés
par cette technique de stimulation de l'éminence médiane, sont localisés
dans le noyau argué (MAKARA et coll., 1972 ; SAWAKI et YAGI, 1973 ; MOSS
et coll., 1975), les noyaux ventro-médian, suprachiasmatigue, prémamillaire
dorsal, périventriculaire antérieur (MAKARA et coll., 1972 ; SAWAKI et YAGI,
1973) . Par contre, selon YAGI et SAWAKI (1978), la stimulation de la surface
de l'éminence médiane n'évoque pas de potentiel d'action antidromique sur

des neurones des aires préoptique et hypothalamique antérieure.
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Nos résultats montrent qu'avec cette technique, des
corps cellulaires sont localisés dans les différents noyaux cités dans le
paragraphe précédent, ainsi que dans les aires septale, préoptique et hypo-
thalamique antérieure. POULAIN et PARTOUCHE (1973), POULAIN (1977), en sti-
mulant la région noyau arqué- éminence médiane, identifient des neurones
dans les aires septale et préoptique. MOSS et coll. (1978), dans leur étude
sur la sensibilité des neurones endocrines aux amines biogénes appliquées
par lontophorése, utilisent les deux approches pour la stimulation de 1l'émi-
nence médiane et localisent des corps cellulaires de neurones se projetant
vers l'éminence médiane aussibbien dans le noyau arqué que dans l'aire

préoptique.

Selon RENAUD (1981), la seule méthode valable pour
stimuler 1l'éminence médiane est celle par approche trans-pharyngée. L'éminence
médiane apparait comme une longue et mince bande de tissu et seulement un
faible nombre de terminaisons nerveuses peut étre excité par une électrode
de stimulation placée en surface. Ceci peut expliquer l'échec de YAGI et
SAWAKI (1978) pour détecter des neurones activés antidromiquement dans les
aires préoptique et hypothalamique antérieure, et le fait que bien souvent
moins d4'un neurone antidromique par descente de microélectrode est enregistré.
MOSS et coll. (1975) indiquent d'ailleurs que pour détecter des neurones
endocrines dans le noyau arqué, des courants trés importants (jusque 6 mA)
sont utilisés initialement, afin d'assurer une stimulation compléte de 1'émi-

nence médiane.
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Le risque avec une approche par voie dorsale est que la
stimulation implique l'activation de neurones dont les axones se terminent
dans un noyau adjacent & l'éminence médiane, le noyau arqué. Si en fait,
avec l'approche dorsale, on perd le bénéfice d'une visualisation de la mise
en place de 1l'électrode, la vérification histologique de la position de 1l'ex-
trémité de 1l'électrode de stimulation dans l'éminence médiane permet de
s'assurer que les neurones endocrines étudiés se projettent bien dans cette
région. En outre, la zone stimulée & partir de 1l'éminence médiane est réduite
en utilisant de fines électrodes bipolaires et des courants d'intensité
faibles.PERKINS et WHITEHEAD (1978) montrent d'ailleurs qu'un déplacement
vertical de 0,2 mm d'une électrode de stimulation de méme type dque celle
gue nous employons, entraine une perte de la réponse du neurone a un sti-
mulus de 0,2 mA. lLa répohse peut a nouveau étre obtenue quand l'électrode
est replacée dans sa position initiale. L'effet du stimulus apparait ainsi
étre restreint & une aire du cerveau relativement petite, réduisant la possi-
bilité d'une stimulation en dehors de l'éminence médiane. Dans certains cas,
l'approche par voie dorsale est contr6lée radiographiquement, chez des espéces

comme le lapin (DUFY et coll., 1976).

Dans certains chapitres (ceux concernant la noradrénaline,
l'histamine et les stéroides acides), nous considérons trois catégories de
neurones : ceux activés antidromiquement, ceux mis en jeu synaptiquement
(neurones orthodromiques) et ceux non influencés par la stimulation, et nous
indiquons que la région noyau afqué—éminence médiane est stimulée. Nous
supposons que le noyau arqué est atteint par la stimulation lorsque des répon-
ses orthodromiques sont obtenues aveé des intensités de courant élevées (su-

périeures & 1 ma).

B - SUPPORTS_ANATOMIQUES DES DONNEES OBTENUES AVEC L'ELECTROPHYSIOLOGIE
Des expériences combinant lésions et/ou déafférentation
avec des observations en microscopie électronique (DAIKOKU et coll., 1976 ;
NOJYO et coll., 1976 ; IBATA et coll., 1977}, des études autoradiographiques
(GARRIS, 1979 ; ANDERSON et SHEN, 1980 ; SHEN et ANDERSON, 1980), des injec~-
tions de péroxydase dans l'éminence médiane (POULAIN, 1977 ; LECHAN et coll.,
1980 ; WIEGAND et PRICE, 1980) chez différentes espéces dont le cobaye,
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confirment la distribution, au sein de 1'hypothalamus et du septum, des
corps cellulaires de neurones dont les axones se projettent vers l'éminence

médiane.

Il y a cependant des résultats contradictoires pour
deux aires. Selon KORITSANSZKY et K&VES (1976), les neurones de l'aire
préoptique ne se projettent pas directement vers 1'éminence médiane. D'autre
part, il n'y aurait pas de connexions entre le nbyau ventro-médian et 1'émi-
nence médiane comme démontré par l'injection de péroxydase dans l'éminence

médiane (LECHAN et coll., 1980 ; WIEGAND et coll., 1980).

Des études autoradiographiques chez le cobaye (ANDERSON
et SHEN, 1980) montrent que les efférences préoptiques médianes se projettent
directement vers l'éminence médiane par l'ihtermédiaire de fibres qui traver-
sent l'aire rétrochiasmatique. Ces résultats confirment nos données électro-
physiologiques (CARETTE, 1975) obtenues en plagant l'électrode de stimulation
dans l'aire rétrochiasmatique et en enregistrant des potentiels d'action

antidromiques dans les aires préoptique et hypothalamique antérieure.

C - LOCALISATION DES CORPS CELLULAIRES DE NEURONES ENDOCRINES PAR LES

Les techniques immunocytochimiques permettent de loca-
liser les corps cellulaires, les fibres et les terminaisons axoniques des
neurones qui élaborent des facteurs hypophysiotropes dont la structure chi-

mique est établie : la thyrolibérine, la lulibérine et la somatostatine.
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Les corps cellulaires des neurones de ce type sont si-
tués dans l'aire périventriculaire, l'aire périfornicale, les noyaux dorso-

médian et ventro-médian (JOHANSSON et HOKFELT, 1980).
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BARRY et coll. (1973), en bloguant le transport axonique
par de la colchicine, localisent chez le cobaye, les corps cellulaires des
neurocnes a lulibérine principalement dans les aires préoptigue et septale.
L'injection de mélatonine chez des cobayes castrés (BARRY et coll., 1974)
tend 4 augmenter le nombre de péricaryons immunoréactifs et confirme la
localisation des neurones & LHRH. Le nombre de corps cellulaires immunoréactifs

diminue caudalement, surtout au-deld de l'aire rétrochiasmatique.

Chez la méme espéce, KREY et SILVERMAN (1978) localisent
les corps cellulaires des neurones a LHRH dans les aires préoptique et
septale ainsi que dans le noyau arqué. C'est ce dernier noyau qui constitue
la source principale des terminaisons axoniques & LHRH dans 1'éminence
médiane, l'aire préoptique médiane y participant pour une faible part. Par
éontre, par des expériences de lésions, ces auteurs indiquent que les neurones

4 LHRH de l'aire septale et des bandelettes diagonales de BROCA ne se projet-

tent pas vers l'éminence médiane.

KAWANO et DAIKOKU (1981), chez le rat, par 1l'administra-
tion de colchicine et par des déafférentations, localisent les corps cellu-
laires & LHRH dans les aires préoptique et septale et dans les bandelettes
diagonales de BROCA, et affirment 1'absence de ces corps cellulaires dans
le noyau arqué. Les fibres immunoréactives ayant pour origine la région
préoptico-septale prennent une direction caudale et se divisent en 2 groupes :
1l'un forme le tractus médio~basal et a pour origine l'aire préoptique médiane,
1'autre forme le tractus latéro-basal et a pour origine les péricaryons loca-
lisés dans l'aire préoptique latérale, les bandelettes diagonales de BROCA et
les aires septales latérales et médianes. Une grande partie des fibres de

ces deux tractus se termine dans l'éminence médiane.
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3/ Localisation des corps cellulaires des neurones i somatostatine
Les corps cellulaires contenant la somatostatine sont
situés dans l'aire périventriculaire antérieure et le noyau arqué (JOHANSSON

et HOKFELT, 1980).

Toutes les régions ol nous avons détecté des neurones
activés antidromiquement par stimulation de 1'éminence médiane contiennent
les corps cellulaires de neurones endocrines mis en évidence par les techni-
ques immunocytochimiques. Etant donné une localisation rostrale unique des
neurones & LHRH, il est possible de présumer que les neurones identifiés
électrophysiologiquement dans les aires septale et préoptique sont vraisem-

blablement des neurones & lulibérine.
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I - INTRODUCTION

La noradrénaline apparait bien impliquée dans la régulation
de la sécrétion des hormones adénohypophysaires, en particulier celle des hor-
mones gonadotropes. Des substances antinoradrénergiques, telles que inhibiteurs
de la synthése de noradrénaline, agents bloguants des alpha-récepteurs et dé-
pléteurs du stockage noradrénergique bloquent la décharge préovulatoire de LH
et l'ovulation. A l'inverse, des injections intraventriculaires de noradrénaline
induisent la libération de LH et l'ovulation (WEINER et coll., 1978).
L'innervation noradrénergique de l'aire préoptique et de 1l'hypothalamus antérieur
apparait importante dans cette régulation puisque c'est & ce niveau gue KALRA
et Mc CANN (1973) localisent la synapse noradrénergique, a& la suite d'expériences
combinant un pré-traitement avec un dépléteur de la noradrénaline et une sti-
mulation de l'aire préoptique. LEONARDELLI et DUBOIS (1974) étudient l'effet du
diéthyldithiocarbamate de sodium, gui entraine une’déplétion spécifique de la
noradrénaline, sur les neurones élaborateurs de LHRH, chez le cobaye. Ces auteurs
observent une augmentation du matériel LHRH 4 la suite de ce traitement. La
noradrénaline peut donc avoir un r8le stimulant sur la cession de LHRH et/ou
inhibiteur de sa synthése. Cet ensemble de résultats permet de penser qu'une
synapse noradrénergique excitatrice est impliquée dans le contréle de la sécré-
tion de 1H. ’

Des fibres noradrénergiques se projettent, & travers le
faisceau médian du télencéphale vers 1l'hypothalamus, les régions préoptique
et suprachiasmatique et vers le septum (UNGERSTEDT, 1971). Dans certaines de
ces régions, en particulier l'aire hypothalamique antérieure, les aires préopti-
que et septale médianes, sont localisés des péricaryons spécifiquement immuno-
réactifs des neurones & LHRH (BARRY et coll., 1973). C'est sur des neurones
de ces différentes aires, activés antidromiquement ou non par stimulation de
la région noyau arqué-éminence médiane que nous étudierons les effets de la

noradrénaline, appliquée par microiontophorése.
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II - RESULTATS

Les expériences sont réalisées sur 8 cobayes tricolores ou
albinos, males ou femelles. La noradrénaline, appliquée par iontophorése, est
testée sur 63 neurones des aires septale, préoptique et hypothalamique anté-
rieure. En fonction de leur réponse & la stimulation de la région noyau arqué-
éminence médiane,les 63 neurones analysés sont classés en trois catégories :
neurones antidromiques (11), neurones mis en jeu synaptiquement (9), neurones

non influencés par la stimulation (43).

Quelle que soit la catégorie considérée, l'effet de la
noradrénaline sur l'activité unitaire des neurones peut étre une excitation
(figure 21 A), une inhibition (figure 21 B) ou &tre nul. La latence de l'action
excitatrice comme de l'action inhibitrice de la noradrénaline se situe entre
1 et 5 secondes. L'effet de la substance peut s'observer durant une période

similaire, aprés l'arrét des courants iontophorétiques.

La répartition des réponses & la noradrénaline, dans

les trois catégories de neurones est présentée dans le tableau ci-dessous :

Neurones activés Neurones mis en Neurones non influencés
antidromiquement jeu synaptique- par la stimulation
ment
Excitation 5 2 7
Inhibition 2 1 4
Sans effet 4 6 32

Tableau 3 : Réponses de 63 neurones des aires septale, préoptique et hypo-
thalamique antérieure & 1l'application iontophorétique de la

noradrénaline.
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Figure 21 : Enregistrements graphiques du taux de décharge de 2 neurones
endocrines
A : effet activateur de la noradrénaline (NA),
B : inhibition par l'amine de l'activité spontanée.
"Calibrations : barre verticale f 10 pPA/sec ;
barre horizontale : 12 sec.
Les barres sous les enregistrements indiquent la durée d'applica-
tion de la substance. Les nombres expriment l'intensité des cou-
rants appligqués en nanoampéres.
La localisation des réponses a& la noradrénaline est

indiquée sur les schémas de la figure 22.



Figure 22 :

Schémas de coupes transversales de l'hypothalamus de

cobaye selon POULAIN (1974) montrant la localisation

des réponses des neurones a l'iontophorése de noradré-
naline.

12,4 et 13,2 représentent les coordonnées antéro-
postérieures.

Les symboles vides correspondent aux neurones identifiés
antidromiquement. Les symboles noirs regroupent les neurones
mis en jeu synaptiquement et les neurones non influencés
par la stimulation. Ronds : absence d'effet de la
noradrénaline ; triangles pointe vers le haut : excitations ;

triangles pointe vers le bas : inhibitions.
Abréviations : AHA : aire hypothalamique antérieure ; BD :

bande diagonale de BROCA ; CA : commissure
antérieure ; CO : chiasma optique ; npm : noyau
préoptique médian ; sch : noyau suprachiasma-
tique ; SD : noyau septal dorsal ; SL : noyau

septal latéral ; SM : noyau septal médian.
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IIT -~ DISCUSSION

A - EFFETS DE LA NORADRENALINE SUR DES NEURONES DES AIRES SEPTALE,

Nos résultats indiquent que des neurones endocrines ou
non endocrines de l'aire septo-préoptique et de 1l'hypothalamus antérieur sont
sensibles & l'application, par iontophorése, de noradrénaline, dans le sens
d'une excitation de leur activité unitaire comme dans le sens d'une inhibition

(CARETTE, 1976).

Des études diverses, appliquant l'amine par la méme
technique, conduisent & des résultats contradictoires. Dans le septum, la
noradrénaline a un effet uniquement inhibiteur (SEGAL, 1974). Dans les aires
préoptique et hypothalamique antérieure, les neurones activés antidromiquement
par stimulation de l'hypothalamus médio-basal (DYBALL et coll., 1974 ;
WHITEHEAD et RUF, 1974) sont le plus souvent insensibles 3 la noradrénaline
et les quelques réponses observées sont exclusivement inhibitrices. Par contre,
MOSS et coll. (1978) confirment nos résultats en indiquant que des neurones
endocrines de l'aire préoptique peuvent é&tre excités ou inhibés par la nora-
drénaline. Des réponses des deux types a l'amine sont également décrites sur

des neurones des aires septale et préoptique, thermosensibles ou non (JELL,

1974).
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Des neurones du noyau drqué activés antidromiquement par
stimulation de l'éminence médiane répondent par une excitation ou par une

inhibition de leur activité unitaire & l'application de noradrénaline (MOSS

et coll., 1975, 1978).

Dans la plupart des régions du cerveau, des réponses

excitatrices et inhibitrices & l'amine sont décrites (SZABADI, 1979).
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Des expériences impliquant l'utilisation d'agonistes et
d'antagonistes noradrénergiques spécifiques suggérent que les réponses des
neurones a la noradrénaline se font & travers des récepteurs pharmacologique-
ment distincts : les excitations par l'intermédiaire de récepteurs alpha-
noradrénergiques, les inhibitions par l'intermédiaire de récepteurs béta-

noradrénergiques (SZABADI, 1979).

Il y a peu d'études concernant 1l'hypothalamus, dans
lesquelles la nature des récepteurs impliqués dans les réponses observées
est déterminée par l'utilisation d'antagonistes spécifiques. BARKER et coll.
(1971) observent uniquement des réponses inhibitrices & la noradrénaline sur
des neurones endocrines et non endocrines du noyau supraoptique, réversées
par des agents bloguant les récepteurs béta-noradrénergiques. La noradréna-
line évoque des réponses excitatrices et inhibitrices sur des neurones du
noyau arqué, in vitro (GELLER, 1976). Les réponses inhibitrices sont bloquées
par des antogopistes des récepteurs béta-noradrénergiques (GELLER et HOFFER,
1977) .

Des récepteurs alpha et béta-noradrénergiques sont loca-
lisés dans l'hypothalamus (YOUNG et KUHAR, 1980 ; PALACIOS et KUHAR, 1980).
Aucune donnée n'est utilisable concernant l'aire septo-préoptique. N'ayant
pas employé d'antagonistes des récepteurs noradrénergiques dans notre étude
iontophorétique sur la noradrénaline, nous pouvons seulement supposer &
partir d'autres observations, que les réponses excitatrices de l'amine mettent
en jeu des récepteurs alpha-noradrénergiques tandis que les réponses inhibi-

trices impliquent des récepteurs béta-noradrénergiques.
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D - CONTROLE DE LA SECRETION DE LH PAR LA NORADRENALINE
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Des infusions de l'amine directement dans 1l'adénchypo-
physe, ne provogquent pas l'ovulation (DONOVAN et HARRIS, 1956). Ainsi, une action
directe sur les cellules hypophysaires & LH apparait peu probable.

Au niveau de l'éminence médiane, se situe un grand nombre
de terminaisons nerveuses noradrénergiques (UNGERSTEDT, 1971) . Cependant, ces
terminaisons sont localisées principalement dans les couches sous-épendymaires
tandis que les terminaisons & LHRH se situent essentiellement dans la zone
palissadique latérale de l'éminence médiane (LEONARDELLI et coll., 1973).

Ainsi, une interaction axo-axonique entre terminaisons & LHRH et terminaisons

4 noradrénaline n'est guére envisageable au niveau de 1l'éminence médiane. De
plus, une injection de 6-hydroxydopamine dans l'éminence médiane, qui détruit
sélectivement les terminaisons noradrénergiques mais laisse intacte le systéme
tubéro-infundibulaire dopaminergique (UNGERSTEDT, 1968), n'a pas d'effet sur la
libération de LH (SIMPKINS et coll., 1979). La noradrénaiine n'induit pas la
libération in vitro de LHRH a partir de fragments de 1'hypothalamus médio-
basal (ROTSZTEJIN et coll., 1977). Seuls NEGRO-VILAR et coll. (1979) indiquent
une action modulatrice excitatrice de la noradrénaline dans la libération de

LHRH a partir de 1'éminence médiane.
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Différentes é&tudes indiquent que le site d'action de la
noradrénaline dans le contr8le de LH peut se situer au niveau des aires préopti-
que et hypothalamique antérieure (KALRA et Mc CANN, 1973 ; SIMPKINS et coll.,
1979 ; HANCKE et WUTTKE, 1979).

La noradrénaline est susceptible d'avoir un réle stimulant
sur la cession de LHRH et/ou inhibiteur de sa synthése (LEONARDELLI et DUBOIS,
1974) . La mesure de la libération de LHRH dans ie systéme porte hypophysaire
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indique que la noradrénaline contrSle la libération de LH & travers une modu-
lation de la cession de LHRH, probablement par 1'intermédiaire de récepteurs
alpha-noradrénergiques (SARKAR et FINK, 1981). Chez la rate, WEINER et coll.
(1971) montrent que des doses intraventriculaiies de noradrénaline qui induisent
l'ovulation augmentent rapidement l'activité électrique multiunitaire dans
l'éminence médiane. La localisation dans cette aire de ce changement d'activité
électrique suggére que la réponse observée est en corrélation avec une modifi-
cation de la cession du facteur hypophysiotrope corréspondant. Cette série de
résultats est donc en faveur d'un effet de la noradrénaline sur la libération
de LHRH. Cet amine peut exercer cet effet en agissant comme un neurotransmetteur,
en modifiant l'excitabilité électrique de neurones de l'aire préoptique,
hypothalamique antérieure avec pour conségquence, un changement de libération

de LHRH.

En raison des résultats contradictoires obtenus avec la
noradrénaline (réponses uniquement inhibitrices et réponses & la fois inhibi-
trices et excitatrices sur l'activité unitaire de neurones hypothalamiques),
deux hypothéses sont possibles. Dans la premiére hypothése, considérant que la
noradrénaline n'a qu'un effet inhibiteur sur l'activité unitaire, la terminaison
noradrénergique fait synapse avec un interneurone inhibiteur qui lui-méme
innerve le neurone & LHRH. L'inhibition par la noradrénaline de l'activité de
l'interneurone inhibiteur entraine une désinhibition du neurone & LHRH avec
augmentation secondaire de la libération de LHRH (HSKFELT et coll., 1979)
(figure 23 A). Cette hypothé&se suppose également que la noradrénaline peut in-
duire une inhibition de l'activité unitaire & travers des récepteurs alpha-
adrénergiques. La deuxiéme hypothése s'appuie sur le fait que des neurones
endocrines des aires préoptique et hypothalamique antérieure ont leur activité
unitaire augmentée par l'application iontophorétique de noradrénaline. Dans ce
cas, les récepteurs alpha—adrénergiques excitateurs de la libération de ILHRH

sont localisés directement sur les neurones & LHRH ou sur des interneurones

excitateurs en contact synaptique avec des neurones & LHRH (figure 23 B).



Figure 23 : Schémas illustrant l'implication de la noradrénaline (NA)

dans la libération de LHRH.

A

Premiére hypothése : la NA a uniquement un effet
inhibiteur sur l'activité unitaire, et contréle
l'activité des neurones LHRH par 1'intermédiaire d'un

interneurone inhibiteur (GABA ou enképhaline ?).

B : Deuxiéme hypothése : la NA a un effet excitateur et dans

ce cas, peut contrbler la sécrétion de LHRH directement

ou par l'intermédiaire d'un interneurone excitateur,

a4 travers des récepteurs alpha—adrénergiques (Ra) .
Abréviations : APO, aire préoptique ; CA, commissure antérieure ;
CM, corps mamillaire ; CO, chiasma optique ; EM, éminence médiane

ILH, hormone lutéotrope.

-
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I - INTRODUCTION

L'histamine, bien que ne tréversant pas la barriére hémato-
encéphalique, est présente dans le cerveau des mammiféres, ol elle est localisée
a la fois dans des cellules non nerveuses et dans des neurones. Une partie
de cette amine cérébrale, celle localisée dans les neurones, a vraisemblablement
une fonction de neurotransmetteur. L'histamine‘est identifiée dans des synapto-
somes ; la L-histidine décarboxylase, son enzyme spécifique de synthése, est
présente dans des terminaisons nerveuses ; des voies histaminergiques sont
décrites dans le cerveau gréce a des études de lésion ; l'amine peut &tre
libérée par dépolarisation a partir de coupes de cerveau ; des récepteurs hista-
minergiques et une adénylate-cyclase sensible & l'histamine sont caractérisés
dans le systéme nerveux central ; l'inactivation de l'histamine libérée est
assurée par un processus enzymatique (revues de SCHWARTZ, 1975, 1979). Le
critére d'identité d'action n'est pas encore démontrée dans le cerveau des
mammiféres. Chez 1'Aplysie, l‘'histamine, appliquée d'une fagon exogéne, mime
l'activité du neurotransmetteur naturel 1libéré au niveau de synapses définies

(GRUOL et WEINREICH, 1979).

Des preuves pharmacologiques indiquent que 1l'histamine
intervient dans le contréle des différentes sécrétions adénohypophysaires
(WEINER et GANONG, 1978), L'injection intraventriculaire d'histamine stimule
l'ovulation chez des lapines légérement anesthésidesa l'aide de pentobarbital
(SAWYER, 1955). Chez des rattes ovariectomisées ayant regu des injections
de benzoate d'cestradiol, l'histamine provoque une augmentation significative
de la LH plasmatique (LIBERTUN et Mc CANN, 1976). Des injections intraventri-
culaires d'histamine & des rattes en pro-oestrus augmentent les taux de LH
plasmatique, mais n'ont aucun effet aux autres phases du cycle (DONOSO, 1978).
L'histamine n'apparait pas avoir d'action au niveau de 1l'hypophyse (LIBERTUN
et Mc CANN, 1976). S8i l'histamine agit comme transmetteur neuroendocrine
contrdlant la libération de LH, cela implique l'existence de sites sensibles
a4 l'histamine quelgue part dans le cerveau. Pour tester cette possibilité, nous
appliquons, par iontophorése, cette amine sur des neurones de l'aire septo-
préoptique, connue pour &tre responsable de la libération de LH, se projetant

vers la région de l'éminence médiane.
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II - RESULTATS

Les expériences sont réalisées sur 24 cobayes femelles.

L'histamine est testée sur 215 neurones de l'aire septo-préoptique.

- 23 sont activés antidromiquement en réponse a4 la stimulation de la région
noyau arqué-éminence médiane,

- 24 autres neurones sont classés comme orthodromique, répondant & la stimula-
tion par 1, 2 ou 3 potentiels d'action qui, en outre, présentent une latence
variable,

- les neurcnes restants (168) ne sont pas influencés par la stimulation.

Des 215 neurones étudiés, 78 soit 36 % répondent & 1l'ap-
plication iontophorétique de l'histamine : 34 sont excités soit 43 % des neu-~
rones sensibles, 44 sont inhibés soit 57 %. Sur l'ensemble des neurones soumis

4 l'action de l'histamine, les neurones excités représentent 15,8 %, ceux

inhibés 20,4 %.

Les réponses excitatrices comme les réponses inhibitrices

présentent 2 aspects.

A - REPONSES EXCITATRICES A L'HISTAMINE

— - — —— — — o—— f— ——— —— — —— g — — — —

Ces réponses sont peu nombreuses (5). L'effet apparait

rapidement et cesse dés la fin de l'application iontophorétique (figure 24 A).

2/ Réponses lentes

Ce sont les plus nombreuses (29). L'effet s'observe
habituellement aprés une latence de 3 & 30 secondes. L'excitation se prolonge
au-delad de l'interruption de l'application des courants (50 & 120 sec.) (fi-
gures 24 B, C ; 25 A). La latence de l'effet et le retour & l'activité initiale
dépendent des doses appliquées, c'est-ad-dire & la fois de 1'intensité des

courants et de leur durée d'application.



Figure 24 :

=

Réporses excitatrices & l'application iontophorétique

d'histamine.

A : Excitations rapides par l‘histamine.

B : Excitations lentes. Un phénoméne de désensibilisation
est observable avec les deuxiéme et troisiéme essais
histamine. La substance est appliquée avec des inten-
sités et des durées é€gales. La latence de l'effet est
augmentée (de 1,5 & 4 sec.), tandis que la durée de
1'excitation diminue (82,5 & 70 sec.).

C : Excitations lentes avec également désensibilisation :
premier essai : latence : 7 sec. : excitation durant

93 sec.
deuxiéme essai: latence :15 sec. : excitation durant

69 sec.
troisiéme essai

latence : 42 sec.

Calibrations : 10 potentiels d'action par seconde

10 sec.
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Figure 25 : A : Effet excitateur lent de l'histamine.
La désensibilisation se traduit & la fois par une
augmentation de la latence de l'effet, et une dimi-
nution de l'amplitude et de la durée de‘l'excitation,
bien gue la durée des essais histamine (50 nA) passe

de 20 & 23 puis 29 secondes.

B : Excitations de plus en plus prononcées, non

réversibles de l'histamine.

C : Inhibitions rapides, fonction de l'intensité des

courants appliqués.

D : Effets inhibiteurs répétés de l'histamine.

Absence de désensibilisation.

Calibrations : A & D : 15 potentiels d'action/sec.
10 sec.
B & C : 12 potentiels d'action/sec.

10 sec.
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Figure 26 : A et B : Inhibitions lentes par l'histamine.
Latence et durée de l'effet sont fonction de
la dose d'histamine. En A, durant la période
d'inhibition de l'activité unitaire du neurone
par l'histamine, le glutamate est capable

d'induire une activité.

Calibrations : 12 potentiels d'action/sec.

10 sec.
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Les réponses peuvent é&tre obtenues avec de faibles courants, inférieurs a4 10 nA .
(figure 24 B). Il est souvent observé une désensibilisation du neurone.a
l'application répétée d'histamine (figures 24 B, C ; 25 A). Dans quelques rares
cas, & la suite de plusieurs applications d'histamine, certains neurones ne
retrouvent pas le niveau initial de leur activité spontanée et maintiennent

une activité élevée durant toute la période d'enregistrement (figure 25 B).

B ~ REPONSES INHIBITRICES A L'HISTAMINE

Ce type de réponses concerne 33 neurones. Les inhibitions
d'activité unitaire sont limitées aux temps d'application de l'histamine. Elles
sont obtenues avec de faibles courants et sont fonction de l'intensité de
ces courants (figure 25 C). Des applications répétées n'entrainent pas de phé-

noméne de désensibilisation (figure 25 D).

2/ Réponses lentes

Onze neurones présentent des réponses inhibitrices de
ce type. L'effet de l'histamine survient aprés une latence de 20 & 30 secondes.
L'effet peut durer jusque 60 secondes au-delad de la fin d'application de la
substance (figure 26 A, B). Une désensibilisation ne semble pas survenir

(figure 26 A, B).

Dans la plupart des expériences, les excitations déclen-
chées par l'histamine sont obtenues avec les mémes micropipettes & partir
desquelles des. inhibitions sont observées. Le tableau 4 indique la répartition
des effets de l'histamine selon la nature de la réponse & la stimulation de

la région noyau arqué-éminence médiane.



Figure 26 : A et B : Inhibitions lentes par 1l'histamine.
Latence et durée de l'effet sont fonction de
la dose d'histamine. En A, durant la période
d'inhibition de l'activité unitaire du neurone
par l'histamine, le glutamate est capable

d'induire une activité.

Calibrations : 12 potentiel§ d'action/sec.

10 sec.
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Réponses a la
Neurones Neurones Neurones non
stimulation
N antidromiques orthodromiques influencés
a NA-EM
l'histamine
Excitations rapides 5
Excitations lentes 5 6 18
Inhibitions rapides 3 2 28
Inhibitions lentes 1 3 7
Absence d'effet 14 13 110
TOTAL 23 24 168

Tableau 4 : Réponses & l'histamine dans les trois catégories de

neurones.

L'identification histologique des neurones sensibles a
l'histamine montre que les différents types de réponse sont distribués dans
les aires préoptique et septale, et les bandelettes diagonales de BROCA

(figure 27)




FIGURE 27

-

Localisation des effets de l'histamine sur des
neurones de l'aire préoptico-septale dans 4 plans
antéro-postérieurs (d'aprés l'atlas de POULAIN,
1974).

Les symboles vides représentent les neurones se
projetant vers l'éminence médiane, les symboles noirs
les neurones non identifiés. Les triangles pointes
vers le haut indiquent les excitations par 1l'histamine,
les triangles. pointes vers le bas les inhibitions.
Abréviations : APO : aire préoptique ; BD : bande
diagonale de BROCA ; CA : commissure antérieure ;

CO : chiasma optique ; S : septum.



76




77

IITI - DISCUSSION

e e e . St e T S T L S Yt S S W . A s e St o . s B M W e e e R B S B S S O B S G5 e e U P T B o e e S . S St

Nos résultats, acquis chez le cobaye, indiquent que
des neurones situés dans l'aire préoptico-septale sont sensibles & 1'applica-
tion iontophorétique d'histamine (CARETTE, 1978b). Les réponses sont soit
excitatrices soit inhibitrices ; elles sont soit rapides, soit lentes. Ces
effets de 1l'histamine s'observent sur les trois catégories de neurones déter-
minées par-la stimulation de la région infundibulaire, sauf pour les réponses
excitatrices rapides obtenues uniquement sur des neurones non affectés

par la stimulation (tableau 4 ).

Nos résultats sont en accord avec ceux de SWEATMAN et
JELL (1977) qui trouvent des neurones sensibles a4 l'histamine dans 1'hypo-
thalamus rostral. Ces auteurs décrivent des réponses excitatrices et des

réponses inhibitrices & la suite d'une application iontophorétigque d'hista-

mine, sur des neurones thermosensibles ou non.

ot S e G S Bt T S e i O i e A B s S B S S P ot s g e Bl W e e e o T e e e e, e e e e e Y e e tne

Au niveau de l'hypothalamus, des réponses doubles (exci-
tatrices ou inhibitrices) & l'histamine sont également observées (HAAS et coll.,
1975, 1977, 1978 ; RENAUD, 1976 ; GELLER, 1981). Sur des neurones endocrines
du noyau supraoptique activés antidromiquement par stimulation de la neuro-
hypophyse, HAAS et coll. (1975) observent des excitations lentes en réponse
a4 l'iontophorése d'histamine. Nous avons également observé des réponses de

ce type sur des neurones endocrines de l'aire septo-préoptique chez le cobaye.

RENAUD (1976), et HAAS et WOLF (1977) indiquent claire-
ment que les réponses inhibitrices des neurones hypothalamiques & 1l'histamine
sont essentiellement rapides tandis que les effets excitateurs sont le plus

souvent lents, et plus rarement rapides.
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L'histamine produit généralement des effets inhibiteurs
sur l'activité unitaire de neurones du systéme nerveux central (SCHWARTZ, 1979 ;
GELLER, 1981). HAAS et WOLF (1977) rapportent que dans la plupart des aires du
cerveau, peu de neurones peuvent étre excités par l'histamine. De ce point de

vue, l'éire septo-~préoptique et l'hypothalamus constituent une exception.

La seule région du systéme nerveux central, en dehors
de ces deux aires, ol le pourcentage d'excitations par l'histamine est rela-
tivement élevé est constituée par les noyaux vestibulaires (KIRSTEN et SHARMA,
1976 ; SATAYAVIDAD et KIRSTEN, 1977). Les excitations sont de type lent, uni-
quement. Par contre, les réponses inhibitrices présentent deux aspects : elles

sont soit rapides, soit lentes.

L'aire septo-préoptique apparait donc comme la seule
région du cerveau ol l'histamine, appliquée par iontophorése, provogue un ]
double effet excitateur ou inhibiteur. Pour chacun de ces effets, le décours
peut &tre lent ou rapide. Un phénoméne de désensibilisation est observé dans
le cas des réponses excitatrices lentes sur des neurones septo-préoptiques.
Une observation similaire n'est pas rapportée jusqu'd présent. SATAYAVIDAD
et KIRSTEN (1977) réalisent des applications multiples d'histamine sur un
méme neurone qui n'ont pas“pour résultat une désensibilisation des réponses

inhibitrices comme des réponses excitatrices.

B - VOLES HISTAMINERGIQUES
Les voies histaminergiques, & l'inverse des voies caté-
cholaminergiques et sérotoninergiques, ne peuvent pas étre tracées a l'aide
de techniques histochimiques de fluorescence ou immunohistochimiques. Des
lésions sélectives du cerveau, avec estimation des taux d'histamine d'abord,
puis de l'activité de 1l'histidine décarboxylase, enzyme de synthése de l'hista-
mine dans les neurones, permettent de tracer les voies correspondantes (SCHWARTZ,

1975). L'existence d'une voie ascendante histaminergique est ainsi démontrée
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dans le faisceau médian du télencéphale, & travers l'hypothalamus latéral

avec projection, en particulier, vers l'hypothalamus antérieur. Cette
projection, d'abord observée chez le rat (GARBARG et coll. 1976) est confirmée
chez le cobaye (HAAS et coll., 1978). Les études é€lectrophysiclogiques confir-
ment l'existence d'une voie ascendante histaminergique a travers le faisceau
médian du télencéphale. Ainsi, une stimulation de ce faisceau inhibe 1l'acti-

vité de neurones corticaux.La métiamide,antagoniste des récepteurs H,, supprime

cette inhibition et l'histamine, sur ces neurones, a une action inhiiitrice
(SASTRY et PHILLIS, 1976). Des neurones de l'hypothalamus, excités par la
stimulation du faisceau médian du télencéphale, ont leur activité unitaire
augmentée par l'application iontophorétique d'histamine (HAAS et WOLF, 1977).
Ces résultats suggérent l'existence d'une voie histaminergique ascendante

a4 la fois excitatrice et inhibitrice. Nos résultats, montrant l'existence

de neurones sensibles & l'histamine dans les aires préoptique et septale,
supportent 1'idée d'un systéme histaminergique se terminant dans ces aires, a

la fois inhibiteur et excitateur, probablement & travers le faisceau médian

du télencéphale.

L'existence de 2 types de récepteurs H1 et H2 de

l'histamine dans le cerveau est maintenant bien établie (SCHWARTZ, 1979).

Des études portant sur leur localisation indiquent que les récepteurs H1 et

H2 sont présents dans 1l'hypothalamus avec une prépondérance des récepteurs

H2 (PORTALEONE et coll., 1978). Des études autoradiographiques prouvent

que des récepteurs H, sont distribués dans les noyaux dés bandelettes diago-

1
nales de BROCA, le noyau préoptique médian, le noyau préoptique périventricu-

laire (PALACIOS et coll., 1981).

Beaucoup d'études électrophysiologiques établissent que
les réponses & l'histamine sont spécifiques & travers les différentes aires
du systéme nerveux central, en appliquant par iontophorése des antagonistes
et des agonistes de chaque type de récepteurs. D'une maniére générale, les

actions excitatrices de l'histamine apparaissent impliquées des récepteurs H1
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tandis que les réponses inhibitrices rapides s'effectuent a travers des

récepteurs H, (SCHWARTZ, 1979). Les effets d'antagonistes des récepteurs H

ne sont pas iaciles 4 interpréter car leur application iontophorétique peui
entrainer des effets anest@ésiques locaux ayant pour conséquence un blocage
non spécifique des réponses & l'histamine. Cependant, dans des études sur

des neurones hypothalamiques en culture (GELLER, 1976), ot les substances sont
appliquées dans le milieu de perfusion & des concentrations connues, un anta-

goniste des récepteurs H, blogue spécifiquement les réponses excitatrices.

1

L'application iontophorétique d'antagonistes des récepteurs H, provoque le

2
blocage des inhibitions rapides par l'histamine de l'activité unitaire de
neurones hypothalamiques (HAAS et WOLF, 1977 ; GELLER, 1979). Si les antago-

nistes des récepteurs H appliqués iontophorétiquement, ne provoguent pas

'
d'effet anesthésique loial, par contre ils ont des effets non spécifiques
puisqu'ils bloquent les effets de différents neurotransmetteurs (SCHWARTZ,
1979). De plus, RENAUD (1976) ne réussit pas & bloquer les réponses inhibitri-
ces de l'histamine, sur des neurones du noyau ventro-médian, par un antagoniste
H_.. Ou bien ce type d'antagonistes bloque les excitations par l'amine de

2
neurones hypothalamiques (HAAS et coll., 1975).

La dualité des réponses des neurones septo-préoptiques
a l'iontophorése de l'histamine permet de supposer la présence des 2
types de récepteurs de l'histamine dans cette aire du systéme nerveux central.
Dans 1l'avenir, la possibilité d'utiliser des antagonistes beaucoup plus
spédifiques de chaque type de récepteur permettra de mieux déterminer quel

récepteur est impliqué dans les effets de l1l'histamine.

L'hypothése de 1l'existence, dans le cerveau, d'un type
de récepteurs de 1'histamine distinct_desrécepteursH1 et H2 est émise depuis
peu (SCHWARTZ, 1979). Certains effets de l'histamine ne peuvent pas étre
blogués par des antagonistes des récepteurs H1 et H2 (BERTACCINI et CORUZZI,
1981) . GRUOL et WEINREICH (1979) observent 2 réponses hyperpolarisantes sur

des neurones d'Aplysie, a l'application d'histamine qui ne semblent pas impli-
quées strictement des récepteurs H1 et H2. L'observation dans certaines régions
du cerveau, de différents types de réponses & l'histamine sur l'activité
unitaire (3 pour le noyau vestibulaire (SATAYAVIDAD et KIRSTEN, 1977), 3 pour

le noyau ventro-médian (RENAUD, 1976), 4 pour l'aire septo-préoptique (CARETTE,
1978 b)), supporte également, dans l'hypothése oll ces effets sont spécifiques,

l'existence de plus de 2 types de récepteurs & l'histamine.
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D - IMPLICATION DE L'HISTAMINE DANS LE CONTROLE DES SECRETIONS HYPOPHYSAIRES

L'histamine n'apparait pas avoir d'action directe suxr
1l'hypophyse (LIBERTUN et Mc CANN, 1976). Cependant, des expériences récentes
(DEVOTO et coll., 1980) établissent la présence de récepteurs H2 de l'hista-
mine dans 1'adénohypophyse de rats, supportant la possibilité d'une interaction

directe entre 1l'amine et des cellules pituitaires.

2/ Site d'action de l'histamine : 1'éminence médiane

L'histamine est localisée au niveau de 1l'éminence médiane
(BROWNSTEIN et coll., 1974). Cependant, l'activiﬁé de l'histidine décarboxy-
lase n'est pas détectable & ce niveau, ce qui suggére que l'histamine, dans
cette région, est localisée dans des mastocytes (POLLARD et coll., 1976).
Une déafférentation chirurgicale compléte de l'hypothalamus médio-basal n'a
d'ailleurs pas d'effet sur le taux de l'amine dans 1l'éminence médiane
(BROWNSTEIN et coll., 1976). DONOSO et BANZAN (1979) testent la possibilité
que l'histamine des mastocytes de 1l'éminence médiane soit impliquée dans le
contrSle des sécrétions adénohypophysaires, en utilisant un composé qui
libére l'amine uniquement & partir de ce type cellulaire. Ces auteurs observent
dans ces conditions expérimentales, une augmentation des taux plasmatiques
de LH et prolactine. Un réle de l'histamine des mastocytes de 1l'éminence
médiane peut donc étre supposé dans. le contrSle des sécrétions adénohypo-

physaires.
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Nos résultats indiquent que des neurones endocrines,
situés dans les aires septale et préoptique ainsi que dans les bandelettes
diagonales de BROCA, sont sensibles & l'application iontophorétique de

1'histamine. Ces neurones, présumés & lulibérine, en raison de leur
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localisation dans une aire ol ils sont détectés immunocytochimiquement,
peuvent donc étre impliqués dans la libération de LH par 1l'histamine. Cet
effet direct de l'amine sur des neurones endocrines & gonadolibérine est
supporté par la démonstration que la libération de LH par l'histamine ne se
fait pas par l'intermédiaire de mécanismes cholinergiques, sérotoninergiques

ou noradrénergiques (DONOSO, 1978).

D'autres types de neurones endocrines sont également
sensibles a4 l'histamine. Ainsi, des cellules neurosécrétrices du noyau supra-
optique, identifiées par stimulation de la neurochypophyse, sont excitées
par l'application iontophorétique de l'histamine (HAAS et coll., 1975). Selon
ces auteurs, cette action peut expliquer l'antidiurése produite par 1l'hista-

mine injectée intraventriculairement ou localement dans le noyau supraoptique.

Des sites histaminergiques, localisés dans plusieurs
régions du cerveau dont les aires préoptique et hypothalamique antérieure,
apparaissent impliqués dans les mécanismes contrélant la sécrétion de prolactine
(ALVAREZ et DONOSO, 1981). A la fois, des récepteurs H1 et H2 semblent mis en
jeu dans la régulation de la sécrétion de prolactine (ARAKELIAN et LIBERTUN,
1977) . Les neurones préoptiques qui répondent & l'histamine par une excitation
ou une inhibition, peuvent représenter les sites d'action de l'amine dans

le contrSle de cette hormone hypophysaire.

E - HISTAMINE : NEUROTRANSMETTEUR ET/OU NEUROMODULATEUR

L'histamine satisfait un certain nombre des critéres qui
permettent d'affirmer qu'une substance agit comme neurotransmetteur au niveau
du systéme nerveux central (SCHWARTZ, 1979). L'histamine est également capable
d'agir sur la réception et la libération des monoamines dans des synaptosomes
(TUOMISTO et TUOMISTO, 1980), de diminuer les taux de noradrénaline dans
1'hypothalamus (NOWAK et PILC, 1979). Ces effets suggérent que l'histamine
peut aussi agir en tant que neuromodulateur. Des études électrophysiologiques
impliquant des enregistrements intracellulaires de cellules de 1'hippocampe
sont en accord avec ce rdle de l'histamine (HAAS, 1981). Comparée & l'action
des acides aminés GABA et glutamate, l'action de 1l'histamine apparait aprés une

certaine latence et dure plus longtemps. A partir des enregistrements extra-
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cellulaires des neurones septo-préoptiques, le décours des effets de l'hista-
mine sur l'activité unitaire permet également de supposer un r&le de neuro-

transmetteur et de neuromodulateur par 1l'histamine.
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I - INTRODUCTION

Depuis leur isolement & partir du cerveau (HUGHES et
coll. 1975 b) et leur identification (HUGHES et coll. 1975 a), méthionine-
enképhaline et leucine-enképhaline, deux pentapeptides avec activité morphino-
mimétique, encore appelées peptides opioides sont étudiées d'une fagon extensive.
Leur distribution & travers le systéme nerveux central peut étre précisée gréce
4 des dosages radioimmunologiques ou des techniques immunohistochimiques
(ROSSIER et coll. 1977, YANG et coll. 1977, ELDE et coll., 1976 , HaKFELT
et coll. 1977). En raison d'une localisation des enképhalines dans des aires
du cerveau non impliquées dans l'analgésie, il est suggéré que ces peptides
opiocides interviennent dans différentes fonctions. Diverses études (BRUNI et
coll. 1977 ; COCCHI et coll. 1977 ; SHAAR et coll. 1977) indiquent que les
énképhalines influencent les sécrétions adénohypophysaires. L'hypothalamus
tubéral, considéré comme impliqué directement dans les sécrétions adénohypo-
physaires (BLACKWELL et GUILLEMIN, 1973), apparalit comme un site vraisemblable
de l'action des enképhalines puisque cette structure posséde & la fois des
corps cellulaires et des terminaisons axoniques de neurones contenant les
peptides opioides (ELDE et coll. 1976 ; HaKFELT et coll. 1977). Dans un
premier temps, nous testons cette possibilité, en appliquant par iontophorése,
mét-enképhaline et leu-enképhaline sur des neurones de 1'hypothalamus tubéral

dont on enregistre 1l'activité unitaire,.

La plupart des études montrent que les effets des enké-
phalines sur les sécrétions‘adénohypophysaires s'exercent & travers des
récepteurs morphiniques puisque la naloxone, antagoniste de ces récepteurs,
bloque les effets obtenus par les enképhalines (MEITES et coll. 1979). En nous
appuyant sur nos résultats préliminaires, nous avons pu obtenir des laboratoires
ENDO (New York) de la naloxone hydrochlorure, produit non commercialisé. Nous
testons, en appliquant la naloxone par iontophorése, la possibilité que les
effets des enképhalines observés s'exercent & travers des récepteurs morphi-
niques. Dans cette deuxiéme série d'expériences, les substances sont appliquées
sur des neurones endocrines de l'hypothalamus tubéral et sur des neurones adja-

cents.
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Les enképhalines agissent dans le systéme nerveux
central, aussi bien au niveau présynaptique qu'au niveau postsynaptique
(NICOLL et coll. 1980). Le magnésium, dans des études électrophysiologiques
in vitro comme in vivo (GAHWILER 1980 ; ZIEGLGANSBERGER et coll. 1979) est
un cation divalent qui permet de bloquer toute activité synaptique et ainsi
de faire la discrimination entre les deux niveaux d'action. Dans une
troisiéme série d'expériences, enképhalines, naloxone et magnésium, appliqués
par iontophorése, sont testés sur des neurones endocrines situés plus

rostralement, dans les aires préoptique et septale et sur des neurones adjacents.

II - RESULTATS

A - EFFETS DE LA LEUCINE-ENKEPHALINE ET DE LA METHIONINE-ENKEPHALINE SUR

Les expériences sont réalisées sur 10 cobayes femelles.
Les enképhalines sont appliquées sur 111 neurones, & l'aide de courants catio-
niques. La présence de neurones silencieux ou ayant une faible activité spon-
tanée est révélée par l'iontophorése continuelle de glutamate (2 & 20 nA). Dans
le cas de ces neurones, les effets des enképhalines sont étudiés sur l'activité

induite par le glutamate.

Les enképhalines inhibent 1l'activité unitaire de 40 des

111 neurones testés, soit 36 %. Aucune réponse excitatrice n'est obtenue.

1/ Neurones sensibles aux deux enképhalines

Sur ces 40 neurones, 17 sont sensibles aux deux enképha-
lines. Les réponses sont soit limitées au temps d'application des substances,
soit le dépassent (figure 28). Dans le cas de neurones sans activité spontanée,
une inhibition compléte par les enképhalines de leur activité induite par le
glutamate est souvent obtenue (figure 28 C et D). Les réponses inhibitrices
observées sont fonction des doses appliquées, c'est-a-dire de l'intensité des
courants utilisés (figure 28). Les applications multiples des peptides opioides

au méme neurone n'ont pas pour résultat une désensibilisation (figure 28 A,B,C).



FIGURE 28 : Effets des enképhalines sur l'activité neuronale de

1'hypothalamus tubéral.

A : Effets de 2 enképhalines limités aux temps d'ap-
plication.

B : Effet prolongé de la leu-enképhaline (Leu).

C : Sur une activité induite par le glutamate (G),
inhibition par les 2 enképhalines

D : Effet inhibiteur uniquement par la leu-enképhaline.
La mét-enképhaline (Met), appliquée avec des courants
cing fois supérieurs a ceux de la leu-enképhaline,
est sans effet.

E : A l'inverse, mét-enképhaline est seule inhibitrice.

Calibrations : 10 potentiels d'action par seconde.

10 secondes.
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2/ Neurcnes sensibles a une enképhaline mais non & 1'autre

L'activité unitaire de certains neurones est déprimée
par une enképhaline et non par l'autre. Ainsi la leu-enképhaline a un effet
inhibiteur sur 12 neurones, mais la mét-enképhaline est sans effet. Dans
1'exemple figure 28 D, & la fin de l'enregistrement, la leu-enképhaline,
appliquée avec 11 nA, est efficace tandis que l'application de la mét-enké-
phaline avec des courants 5 fois plus élevés est inefficace. Inversement, 11
neurones répondent & la mét-enképhaline seule (figure 28 E). Dans chaque cas,
l'enképhaline inefficace est testée avec des courants égaux ou supérieurs a
ceux pour lesquels l'autre enképhaline est efficace.

‘L'absence de réponse & une enképhaline n'est pas due
4 une désensibilisation développée par les neurones aprés application de
1'enképhaline efficace. Ceci est démontré en appliquant & nouveau, 1l'enképha-

line efficace aprés l'application inefficace de l'autre enképhaline (figure 28 D).

3/ Localisation des neurones &tudiés
Les études histologiques montrent gue les neurones
testés sont localisés dans les différentes aires et noyaux de 1l'hypothalamus
tubéral : aires périfornicale et périventriculaire, noyaux ventro-médian, argqué
et dorso-médian (figure 29). Les réponses inhibitrices surviennent indépendam~

ment de la localisation des neurones testés.

B ~ EFFETS DES ENKEPHALINES ET DE LA NALOXONE SUR DES NEURONES ENDOCRINES

Quinze cobayes femelles tricolores sont utilisés dans
cette étude. L'action des enképhalines est testée sur 94 neurones hypothalami-

ques qui, tous sont activés par l'application iontophorétique du glutamate
(2-40 na).



FIGURE 29 :

Schémas de différentes coupes frontales de 1l'hypothalamus

de cobaye (d'aprés l'atlas de POULAIN, 1974), montrant

la localisation des effets des enképhalines. Les triangles
noirs représentent les inhibitions par les 2 enképhalines,
ceux cbté gauche noir les inhibitions par la leu-enképhaline
seule, ceux c6té droit noir les inhibitions par la mét-

enképhaline seule. Les ronds indiquent les absences d'effet.

Abréviations : a : noyau arqué ; Apf : aire inter-paraventri-
cularo-fornicale ; dm : noyau dorso-médian ;
fx : fornix ; md : noyau magnocellulaire
dorsal ; pm : noyau prémamillaire ; pv : noyau

paraventriculaire ; vm : noyau ventro-médian.
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1/ Neurones endocrines
La stimulation de 1l'éminence médiane a évoqué des

potentiels d'action antidromiques dans 22 des 94 neurones étudiés.

De ces 22 neurones tubéroinfundibulaires, 8 sont
inhibés par les deux enképhalines. La mét-enképhaline seule inhibe un neurone
antidromique tandis que la leu-enképhaline est éeule efficace vigs—-a-vis de 2
neurones endocrines. Les effets inhibiteurs des enképhalines ont les mémes

caractéristiques que celles indiquées dans le paragraphe précédent.

L'antagonisme de ces effets inhibiteurs par la naloxone,
éjectée simultanément ou avant les enképhalines, est obtenu dans 4 des 11 neu-
rones antidromiques sensibles aux peptides opioides (figures 30, 31 B , 32 Aa).

La répartition de 1l'antagonisme est indiquée dans le tableau 5.

Inhibition Antagonisme par la naloxone
les deux enképhalines 8 3
mét-enképhaline seule 1 1
leu-enképhaline seule 2 1

TABLEAU 5 : Effets inhibiteurs de la leu- et de la mét-enképhaline sur
des neurones tubéroinfundibulaires. Antagonisme par la

naloxone.

L'effet antagonistique de la naloxone se développe rapi-
dement. L'effet inhibiteur par les peptides opioldes est & nouveau obtenu,
Plusieurs minutes aprés la fin de l'éjection de l'antagoniste. Ceci dépend
surtout de la durée d'application de l'antagoniste (figures 30, 31 B ; 32 3).
L'absence d'antagonisme par la naloxone est illustrée par les figures 31 A, 32
B, C. La naloxone, lorsqu'elle est éjectée avec des courants iontophorétiques

€élevées, peut elle-méme avoir un effet inhibiteur sur l'activité unitaire.
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2/ Neurones adjacents
Les neurones restants (72) ont des axones se projetant
ailleurs que dans l'éminence médiane et représentent le groupe des neurones

non identifiés.

Quarante sept de ces 72 neurones sont inhibés par les 2
ou l'une ou l'autre des enképhalines. Sur les 47 réponses inhibitrices, la
naloxone est testée sur 36 et l'antagonisme est observée sur 21 neurones. Le

tableau 6 montre la répartition de cet antagonisme.

Inhibition | Antagonisme par la naloxone

les deux enképhalines 42 18 (32)
mét-enképhaline seule 3 2 { 2)
leu-enképhaline seule 2 1 ( 2)

TABLEAU 6 : Effets inhibiteurs de la leu- et de la mét-enképhaline
sur des neurones non identifiés. Les nombres entre
parenthéses indiquent le nombre de neurones testés avec

la naloxone.

3/ Localisation des neurones étudiés
La répartition des neurones étudiés est indiquée sur
la figure 33. Les neurones tubéroinfundibulaires ont leur corps cellulaire
situé dans les aires périfornicale et périventriculaire, et dans les noyaux

arqué et ventro-médian.



FIGURE 30 : Enregistrement graphique de l'activité unitaire d'un
neurone endocrine. Effets inhibiteurs des 2 enképhalines.
La naloxone (Nal) bloque les inhibitions induites par la
leu- et la mét-enképhaline.
La durée du blocage est fonction de la dose.
.. : enregistrement interrompu duran£ 62 secondes.
Calibrations : 10 potentiels d'action par seconde.

10 secondes.
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FIGURE 31 :

A : Sur une activité induite par le glutamate, les 2
enképhalines ont un effet inhibiteur. L'application
iontophorétique concurrente de naloxone ne supprime
pas les inhibitions provoquées par la mét- et la leu-
enképhaline.

B : Exemple d'un neurone tubéroinfundibulaire dont l'activité
spontanée est seulement inhibée par la mét-enképhaline.
La naloxone bloque cette inhibition.

C : Absence d'antagonisme de la naloxone sur un neurone
dont l'activité est inhibée uniquement par la mét-
enképhaline.

Calibrations : barres verticales, 10 potentiels d'éction

par seconde ; barres horizontales : 10 secondes.
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FIGURE 32 : Deux exemples de neurones dont l'activité unitaire est
inhibée seulement par la leu~enképhaline.
En A : la naloxone bloque l'effet inhibiteur de 1l'enké-
phaline ; en B : la naloxone est inefficace.
Calibrations : 10 potentiels d'action par seconde,

10 secondes.
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FIGURE 33 :

Localisation dans 3 plans antéro-postérieurs (d'aprés
l'atlas de POULAIN, 1974) des effets des enképhalines
sur des neurones endocrines (symboles vides) et sur des
neurones adjacents (symboles noirs). Les triangles re-=
présentent les inhibitions par les 2 enképhalines ou 1
enképhaline, les ronds les absences d'effet.
Dbréviations : a : noyau arqué ; Apf : aire inter-
paraventricularo-fornicale ; dm : noyau
dorso-médian ; f£x : fornix ; md : noyau
magnocellulaire dorsal ; pm : noyau pré-
mamillaire ; pv : noyau paraventriculaire

vm : noyau ventro-médian.
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C - EFFETS DES ENKEPHALINES, DE LA NALOXONE ET DU MAGNESIUM SUR DES

L'étude est réalisée sur 30 cobayes femelles. Cent
cinquante huit neurones sont testés. Parmi ces neurones, 19 sont activés

antidromiquement par stimulation de l'éminence médiane.

1/ Effets des enképhalines

Sur les 19 neurones endocrines, 7 sont inhibés par les
2 enképhalines, 1 est inhibé par la mét-enképhaline seule. Les 2 enképhalines
inhibent 31 des 139 autres neurones tandis que la mét-enképhaline seule inhibe
8 neurcnes. Des effets inhibiteurs complets sont obtenus, pour les neurones

sans activité spontanée, sur une activité induite par le glutamate.

2/ Interactions avec la naloxone

Dans certaines expériences, concernant 74 neurohes,
la naloxone est testée sur 10 des 15 neurones inhibés par les deux enképhalines
ou la mét-enképhaline seule. Cing réponses inhibitrices sont bloquées par la
naloxone. Elles sont réparties de la fagon suivante : 1 neurone endocrine et
3 neurones non identifiés inhibés par les 2 enképhalines, et 1 neurone non

identifié inhibé par la mét-enképhaline seule.

L'absence d'antagonisme par la naloxone est plus parti-

culiérement observée dans le septum latéral.
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3/ Interactions avec le magnésium

Dans d'autres expériences, concernant 84 neurones, le
2+ . N . \
magnésium (Mg ) est testé sur 7 des 29 neurones inhibés par les 2 enképhalines.

Parmi ces 7 neurones, il y a 3 neurones endocrines.

Le Mg2+ inhibe l'activité spontanée (figure 34 A).
Avec de faibles courants pour l'éjection du Mg2+, le glutamate est capable d'in-
duire une activité sur des neurones dont l'activité spontanée est complétement
inhibée, indiquant que le Mg2+ agit seulement au niveau présynaptique, sans

" interférer avec l'excitabilité du neurone enregistré (figure 34 A).

Cependant, quand le Mg2+ est éjecté avec des courants plus
forts, le glutamate ne peut plus exciter le neurone (figure 34 A). Dans ce cas,
le Mg2+ a une action inhibitrice postsynaptique en plus de son action présynap-
tique. Sur l'activité induite par le glutamate, de neurones dont l'activité
spontanée est totalement inhibée par le Mg2+, les enképhalines ont de nouveau
un effet inhibiteur (figure 34 A). Cette observation, fournissant la preuve
d'une action postsynaptique des peptides opiolides,est faite & partir de 4

neurones dont 1 endocrine.

Dans le cas des neurones sans activité spontanée, les
enképhalines sont testées en présence de glutamate, avec du Mg2+ appliqué en
quantités suffisantes pour déprimer légérement l'activité induite par le gluta-
mate (figure 34 B). Dans ces conditions, les enképhalines ont un effet inhibiteur

(figure 34 B). C'est le cas de 3 neurones dont 2 endocrines.

4/ Localisation des neurones Studiés
Les neurones endocrines sont localisés dans les aires
préoptique et septale avec une localisation préférentielle dans la région
préoptigque médiane (figure 35). Les neurones non identifiés (139) sont disper-
sés & l'intérieur du septum médian, dorsal et latéral, de 1l'aire préoptique et

de la bande diagonale de BROCA, (figure 35).
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FIGURE 34 : Enregistrements graphiques & partir de 2 neurones montrant
1l'absence d'effet du Mg++ sur des inhibitions induites par les
enképhalines.

A : La mét-enképhaline‘a un effet inhibiteur. L'activité
spontanée du neurone est inhibée par le Mg++ (Mg) . Avec
des doses élevées de Mg++ (90 nA), le glutamate est
inefficace. Avec des doses plus faibles (30 na), le
glutamate induit une activité qui est inhibée par la
mét-enképhaline. La leu—enkééhaline a des effets simi-

laires (non illustrés).

B : Les deux enképhalines inhibent complétement l'activité
induite par le glutamate d'un neurone endocrine guiescent.
En présence de Mg++, gui déprime légérement 1'activité
induite par le glutamate, les enképhalines ont le méme

effet inhibiteur complet.

Calibrations : 10 potentiels d'action par seconde

30 secondes.



FIGURE 35

Schémas de coupes transversales au niveau de l'aire
préoptique et du septum selon l'atlas de POULAIN (1974)
montrant la localisation des effets des enképhalines.

Les symboles vides indiquent les neurones éndocrines, les
symboles pleins les neurones non identifiés. Les triangles
représentent les inhibitions par les 2 enképhalines, les
carrés les réponses inhibitrices par la ﬁét—enképhaline
seule, et les cexcles les absences d'effet.

Abréviations : BD : bande diagonale de BROCA ; CA : commis-

~

sure antérieure ; CO : chiasma optique ; POM : aire pré-
optique médiane ; SD : noyau septal dorsal ; SL : noyau

septal latéral ; SM : noyau septal médian ; ST : noyau du

- 1lit de la strie terminale.
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Les enképhalines ont un effet uniquement inhibiteur sur
1'activité unitaire des neurones hypothalamiques ou septaux,
qu'ils répondent ou non a la stimulation de la région de l'éminence médiane
(CARETTE et POULAIN, 1978 ; CARETTE, 1981 ; CARETTE et POULAIN, 1981). Dans des
études électrophysiologiques in vitro, les enképhalines ont également des
effets inhibiteurs sur des neurones endocrines et non endocrines du noyau para-
ventriculaire (MUEHLETHALER et coll., 1980 ; PITTMAN et coll. 1980). Sur des
neurones du noyau ventro-médian et de l'aire hypothalamique latérale, sensibles
au glucose, les enképhalines provoquent des réponses excitatrices ou inhibi-

trices (ONO et coll. 1980).

b) Autres neurones du_systéme nerveux central _

L'action cellulaire des peptides opioides dans d'autres
aires du systéme nerveux central est le sujet de nombreux travaux et typique-
ment, une inhibition de l'activité unitaire des neurones survient durant
1'application iontophorétique (NORTH, 1979). Cependant, dans certaines régions
du cerveau, des effets excitateurs par les enképhalines sont observés en majo-
rité, en particulier dans 1l'hippocampe (NICOLL et coll, 1977) et sur les cellu-
les de RENSHAW (DAVIES et DRAY, 1976).
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La pratique est largement répandue d'appliquer par
iontophorése, du glutamate sur des neurones "silencieux” ou faiblement actifs
spontanément afin de les exciter et de tester ainsi des substances susceptibles
d'étre inhibitrices. Comme indiqué précédemment, dans 1'hypothalamus, le
pourcentage de neurones se révélant spontanément actifs est faible, surtout
en ce qui concerne les neurones endocrines. Par conséquent, les enképhalines
dans notre étude, sont souvent testées sur des activités induites par le glu-
tamate sur lesquelles elles sont inhibitrices. De plus, nous n'avons pas observé
d'effet antiglutamate sélectif des peptides opioides, autrement dit les exci-
tations par le glutamate sont inhibées de la méme maniére que l'activité
spontanée du neurone. NICOLL et coll. (1977) rapportent des observations simi-

laires.

Le glutamate est une substance connue pour agir
postsynatiquement en déclenchant une dépolarisation qui est associée & une
augmentatiop de la perméabilité membranaire au sodium (CURTIS et JOHNSON,
1974) . Ces enképhalines inhibant totalement l'activité induite par le gluta-
mate de neurones silencieux, il semble donc que les peptides opioldes agissent

& des sites postsynatpiques.

Que ce soit sur des activités spontanées ou induites
par le glutamate, nous n'observons pas de phénoméne.de désensibilisation & la
suite de l'application répétée d'enképhalines. Des résultats similaires sont
également obtenus par NICOLL et coll. (1977) dans des expériences in vivo,

par PITTMAN et coll. (1980) dans des expériences in vitro.

A l'inverse, il y a des preuves a partir d'études ion-
tophorétiques, que des neurones du systéme nerveux central montrent une désen-
sibilisation & 1'application répétée d'enképhalines et de morphine (FRY et

coll., 1978 ; SATOH et coll. 1974).
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4/ Neurones sensibles_a une enképhaline et non & 1'autre
Dés leur découverte et leur identification, méthionine-
enképhaline et leucine-enképhaline font l'objet de nombreuses études électro-
physiologiques. Cependant, les effets des 2 enképhalines sont rarement étudiés
simultanément sur un méme neurone, et ce sont surtout les effets de la mét-
enképhaline qui sont rapportés. Ceci peut simplement é&tre dG au fait que cette
enképhaline est plus facilement disponible ou bien qu'elle se révéle plus acti-

ve (HUGHES et coll. 1975 a).

Au niveau de 1l'hypothalamus et de la région rostrale
de 1l'hypothalamus, ol systématiquement nous avons testé les deux enképhalines
sur un méme neurone, il apparait que certaines cellules nerveuses sont sensi-

bles & une enképhaline mais non & 1l'autre.

=

a) Nos résultats ne sont pas dus & la_technique utilisée
Nos observations peuvent étre dues a des variations dans
la guantité de substance libérée & partir des micropipettes. Le nombre transport
d'un composé varie en effet d'une pipette & l'autre. Ainsi, il est possible
que certaines diffétences de sensibilité & la leu-enképhaline et a la mét-
enképhaline puissent étre dues & des différences dans les nombres transport
des 2 substances contenues dans 2 pipettes. Cependant, des études montrent

que la leu-enképhaline, méme avec de faibles nombres transport pour certaines

pipettes, est efficace in vivo (BRADLEY et coll., 1978).

Une autre explication est possible en se basant sur les
variations de distance entre pointe de microélectrode et corps cellulaire du
neurone étudié. Dans le cas des neurones répondant aux deux enképhalines, la
distance pointe de pipette, corps cellulaire est si faible que la diffusion
et/ou la dégradation enzymatique n'empéchent pas l'une ou l'autre substance
d'atteindre le site d'action & des concentrations efficaces. Dans le cas des
neurones répondant a une enképhaline mais non & l'autre, si la distance pointe
de pipette, corps cellulaire est plus grande, la diffusion et/ou la dégradation
enzymatique peuvent empécher 1l'une des substances d'atteindre & des concentra-
tions suffisantes le site d'action. La dégradation enzymatique apparait simi-

laire pour les deux enképhalines, une aminopeptidase libérant la tyrosine,
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1'aminoacide N terminal de la molécule (SCHWARTZ et ROQUES, 1980). Si 1la
diffusion empé&che 1l'une des enképhalines de bloguer l'activité, elle aurait
également empécher l'autre d'agir. La diffusion des deux peptides a travers
1l'espace extracellulaire doit étre similaire pour les deux substances qui ont
des structures proches l'une de l'autre. De plus, les deux enképhalines

sont toujours placées dans deux canaux adjacents de la micropipette multiple
et ainsi sont pratiquement éjectées & partir du méme site par rapport au

corps cellulaire.

En conclusion, il apparait difficile de rendre compte des
effets différents de la mét-enképhaline et de la leu-enképhaline sur certains
neurones en se basant sur les variations de la quantité de substance éjectée
et sur les variations de distance entre pointe d'électrode et cérps cellulaire.
D'ailleurs, au cours d'une expérience, la méme micropipette permet de déceler
des neurones sensibles aux deux enképhalines et des neurones sensibles & une

seule enképhaline, et en présence d'un neurone répondant & un seul peptide

opioide, le déplacement de l'électrode par rapport au corps cellulaire n'altére

pas la réponse obtenue.

Des études sur des neurones du tronc cérébral indiquent
que sur certaines cellules nerveuses, la met-enképhaline est efficace, tandis

que la leu-enképhaline ne 1l'est pas (BRADLEY et coll., 1978).

De méme, en dépit du fait que des substances opioides
endogénes et exogénes apparaissent agir de fagon similaire sur le méme neurone
(NORTH, 1979), d'autres études iontophorétiques montrent une sensibilité
différentielle de neurones centraux envers ces substances. Ainsi, met-enképha-
line et morphine ont des effets différents sur l'activité unitaire de neurones
de la formation réticulaire mésencéphalique, en ce sens que certains neurones
répondent aux deux substances tandis que d'autres sont sensibles & l'une mais
non & l'autre (HOSFORD et HAIGLER, 1980). Ces auteurs valident d'ailleurs
leurs résultats en effectuant des mesures, in vitro, des quantités é&jectées
microiontophorétiquement pour chaque substance (HOSFORD et coll., 1981). Ils

observent que l'une des substances, bien qu'éjectée en quantités nettement
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supérieures a celles de l'autre substance active, demeure sans effet.

Sur des neurones du ganglion isolé du plexus myentérique
de 1l'iléon de cobaye, sont appliqués la dihydromorphine (10 nM) et un &analogue
de la leu-enképhaline (1 nM) par perfusion (EGAN et NORTH, 1981). Tandis que
certains neurones répondent aux deux substances, d'autres sont inhibés par

1'une mais non par 1l'autre.

c) Observations morphologiques

Notre premiére observation de neurones hypothalamigques
sensibles & une enképhaline mais non & l'autre nous a conduit & supposer
1'existence d'une distribution différente de neurones contenant soit la leu-
enképhaline, soit la mét-enképhaline (CARETTE et POULAIN, 1978). Par la suite,
cette existence est démontrée par des études immunocytochimiques (LARSSON et
coll., 1979 ; MARTIN et VOIGT, 1981) ou par celles concernant 1l'ontogénése des

enképhalines dans le systéme nerveux central (PATEY et coll., 1980).

d) Ponctions différentielles de la leu-enképhaline et de la mét-

La distribution différentielle des deux enképhalines
suggére que des fonctions séparées existent pour chaque pentapeptide. Diverses
études soutiennent cette hypothése, en démontrant que l'interaction des deux
enképhalines avec un méme composé exogéne est différente (COWAN et coll.,

1976 ; VAUGHT et TAKEMORI, 1979 a, b).

e) Récepteurs pour la leu-enképhaline, récepteurs pour la mét-

Les effets différents des deux enképhalines sur l'acti-
vité unitaire de certains neurones hypothalamiques supportent l'hypothése qu'il
y a des récepteurs distincts pour ces pentapeptides dans 1'hypothalamus

(CARETTE et POULAIN, 1978). Cette suggestion est confirmée par des données
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qui seront développées dans le paragraphe suivant consacré a l'interaction

de la naloxone avec les effets des enképhalines.

B - EFFETS DES ENKEPHALINES : INTERACTION AVEC LA NALOXONE

1/ Existence de récepteurs morphiniques multiples
Des études pharmacologiques (MARTIN et coll., 1976),
utilisant différentes substances morphiniques suggérent la présence, dans le
cerveau, de multiples récepteurs morphiniques : mu, sigma et kappa. La
naloxone est généralement considérée comme un antagoniste spécifique de la

morphine et autres substances opiacées (MARTIN, 1967).

e e 2 T e i e it e e T e s i e e 2 e i e i

Dans la plupart des études électrophysiologiques, la
naloxone est appliquée soit par iontophorése, soit par injection intraveineuse
afin de déterminer la spécificité des réponses observées avec les enképhalines.
Nos études montrent que des effets inhibiteurs des enképhalines sont blogués
par la naloxone, appliquée par iontophorése, tandis que d'autres inhibitions
sont résistantes & cet antagoniste. Des observations similaires sont faites
dans des études iontophorétiques in vivo (HILL et coll., 1976 ; FRY et coll.
1979) . Plusieurs raisons sont invogquées pour expliquer 1'absence d'antagonisme
par la naloxone de certains effets inhibiteurs des enképhalines : 1l'échec
de la libération de la naloxone a partir de la micropipette (HILL et PEPPER,
1978) ou le fait que des concentrations trop élevées d'enképhalines atteignent
le neurone étudié, provoquant des réponses non spécifiques. Dans le premier
cas, la preuve d'une libération de la naloxone par la micropipette est obtenue
en raison du fait que cette substance, éjectée avec des courants suffisamment
élevés, peut elle-méme avoir un effet anesthésique local entrainant une inhi-
bition de 1l'activité unitaire (NICOLL et coll., 1977). Néanmoins, dans cette
situation, un antagonisme n'est pas observé. Dans le deuxiéme cas, les
concentrations des substances produites électrophorétiquement et attei-
gnant les sites d'action ne peuvent &tre déterminées, ce qui peut toujours

permettre d'affirmer que les réponses non bloguées ne sont pas spécifiques.



102

La comparaison entre les résultats obtenus grdce a l'iontophorése et

ceux obtenus & 1l'aide de techniques qui permettent l'application de
concentrations connues et uniformes de substances autorise des conclusions
différentes. Ainsi, des observations, in vitro, d'effets inhibiteurs des
enképhalines non bloqués par la naloxone montrent que de tels effets

ne sont pas nécessairement non spécifiques puisque, dans ce cas, les concen-

trations d'enképhalines appliquées aux neurones sont connues d'une part,

1'application de naloxone est certaine, d'autre part, (PITTMAN et coll., 1980)..

3/ Récepteurs mu et récepteurs delta

En utilisant la mesure directe de la liaison de ligands
a des préparations membranaires, in vitro, pour étudier la sélectivité des
récepteurs morphiniques, deux types de sites de liaison sont distingués dans le
tissu nerveux (LORD et coll., 1977 ; CHANG et CUATRECASAS, 1979). L'un de ces
sites, avec une affinité sélective pour les opiacés alkaloides comme la morphine,
peut correspondre au récepteur mu de MARTIN et coll. (1976). L'autre montre
une sélectivité pour les enképhalines, il est appelé récepteur delta par LORD
et coll. (1977). Une catégorie de ces récepteurs, ceux appelés mu, est trés
sensible & la naloxone tandis que l'autre, correspondant aux récepteurs delta,
est insensible ou nécessite une plus forte concentration de naloxone pour
qu'un antagonisme se produise (CHANG et CUATRECASAS, 1979). Récemment, SNYDER
et GOODMAN (1980) suggérent que les récepteurs mu et delta sont respectivement
les récepteurs physiologiques pour les actions synaptiques des neurones i mét-
enképhalines et des neurones a leu-enképhaline. En outre, des différences dans
les localisations des sites mu et delta qui correspondent aux différences dans
les localisations des neurones & mét-enképhaline et 4 leu-enképhaline sont

=

décrites (GOODMAN et coll., 1980), venant a l'appui de cette hypothése.

Selon les effets des deux enképhalines, appliquées par
iontophorése, sur leur activité unitaire, les neurones hypothalamiques sont
classés en quatre groupes. Dans le premier groupe, les 2 peptides opioides
bloquent l'activité unitaire. Dans le second groupe, la mét-enképhaline mais
non la leu-enképhaline inhibe l'activité. Dans le troisiéme groupe, la leu-en-
képhaline seule agit. Dans la quatriéme, aucun des peptides opioides n'est

actif. L'antagonisme et l'absence d'antagonisme par la naloxone sont observés
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dans les trois premiers groupes de neurones, mentionnés auparavant. En

fonction des observations précédentes et des données exposées au début de

ce paragraphe, il peut &tre supposé gue les neurones du premier groupe possédent
des récepteurs mu et delta, ceux du deuxiéme groupe des récepteurs mu, ceux

du troisiéme groupe, des récepteurs delta. Il faut également supposer que les
récepteurs mu sont plus sensibles & la mét-enképhaline qu'd la leu-enképhaline
(neurcnes du second groupe) et qu'inversement, les récepteurs delta sont plus
sensibles & la leu-enképhaline gqu'a la mét-enképhaline (neurones du troisiéme

groupe) .

Ces différences de sensibilité des 2 enképhalines vis-a-
vis des récepteurs mu et delta existent bien selon le schéma de HUGHES (1981)
mais elles ne sont pas aussi marqguées que celles existant entre morphine et pep-

tides opioides vis-a-vis des mémes récepteurs.

Récepteur Récepteur

MU DELTA

%

Morphine Pee———
Naloxone T
Mét~enképhaline -

Leu-enképhaline

FIGURE 36 : Spectre des activités réceptrices morphiniques

(d'aprés HUGHES , 1981).

Ainsi nos résultats éleétrophysiologiques ne peuvent
s'expliquer selon l'hypothése proposée par SNYDER et GOODMAN (1980). Un
neurone ne possédant gque des récepteurs delta, soumis & l'application
iontophorétique des deux peptides opioides, répondrait & la leu-enképhaline,
mais également & la mét-enképhaline en raison du fait que ce dernier peptide

opioide posséde une affinité pour les récepteurs delta. A 1l'inverse, un neurcne



104

ayant des récepteurs mu, aurait son activité unitaire inhibée par la mét-
enképhaline mais moins slrement par la leu-enképhaline puisque ce dernier

peptide opioide a une plus faible affinité pour les récepteurs mu.

Selon le schéma de HUGHES (1981), la naloxone, antagoniste
des récepteurs mu, doit bloquer les effets de la mét-enképhaline & travers ces
récepteurs, sans supprimer les effets de la leu-enképhaline & travers les
récepteurs delta. Dans le cas de neurones uniquement sensibles & la mét-
enképhaline, les effets de cette enképhaline ne sont pas toujours bloqués par
la naloxone. Inversement, lorsque seule la leu-enképhaline a un effet inhibiteur

Sur un neurone, un antagonisme par la naloxone est parfois observé.

Des résultats électrophysiologiques obtenus in vitro
supportent cette distinction récepteurs mu, récepteurs delta lorsgque des
agonistes et des antagonistes sélectifs de chacun de ces récepteurs sont
utilisés, Parmi les neurones myentériques (EGAN et NORTH, 1981), beaucoup
sont inhibés & la fois par un agoniste des récepteurs mu et un agoniste des
récepteurs delta. Un plus faible pourcentage de neurones est inhibé par un
agoniste mais non par l'autre. L'application d’'une faible concentration de
naloxone aux neurones inhibés par les 2 types d'agonistes blogue l'inhibition
produite par l'agoniste des récepteurs mu mais non celle produite par des ago-
nistes des récepteurs delta. In vitro donc, il est possible de distinguer sur
des neurones myentériques, les deux types de récepteurs mu et delta en
utilisant & la fois, des concentrations faibles de chaque agoniste et de l'an-

tagoniste naloxone.

Certains résultats sont en contradiction avec le schéma
donné par SNYDER et GOODMAN (1980) : récepteurs mu pour les neurones & mét-
enképhaline, récepteurs delta pour les neurones & leu-enképhaline. Ainsi, dans
le cerveau de bovins, il apparalit qu'il n'y a pas de corrélation entre la loca-
lisation des récepteurs mu et delta et celle de la mét- et de la leu-enképhaline
(NINKOVIC et coll., 1981). Dans toutes les régions du cerveau, il y a une plus
grande concentration de mét-enképhaline que de leu-enképhaline tandis que le
rapport des concentrations des récepteurs mu sur celles des récepteurs delta est
soit supérieur & 1, soit inférieur & 1 selon les aires considérées. Des études

concernant l'autoanalgésie (DE VRIES et coll., 1979) indiquent l'existence dans

le systéme nerveux central, de deux classes de récepteurs pour la leu-enképhaline
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dont l'une n'est pasbloguée par la naloxone tandis que l'autre l'est. OKA
(1980) rapporte que les enképhalines peuvent inhiber la réponse du muscle
longitudinal de 1'iléon de lapin & la stimulation électrique. La morphine se
révéle inefficace, bien que la naloxone blogue 1l'inhibition induite par les
enképhalines. Il existe ainsi des exemples tant au niveau du systéme nerveux
central qu'au niveau périphérique qui ne supportent pas 1l'hypothése formulée
auparavant. Pour déterminer & travers quel type de récepteur les effets des
enképhalines surviennent, la naloxone n'apparait pas comme un antagoniste trés
sélectif d'un récepteur donné. Actuellement, des travaux sont réalisés dans

le but de synthétiser des analogues de substances opioides ayant une affinité .

trés sélective pour un type de récepteur.

Lorsque des substances sont appliquées par iontophorése,
au voisinage immédiat de neurones dont on énregistre l'activité unitaire
extra-cellulaire, le site d'action précis de la substance testée n'est pas
déterminé. On ne peut réellement distinguer entre effets directs c'est-a-
dire post-synaptiques sur le neurone étudié, effets indirects soit pré-synap-

tiques, soit sur un interneurone voisin.

Il v a de nombreuses preuves indigquant que morphine et
peptides opioides peuvent agir aussi bien post- que pré-synaptiquement, ainsi
que sur des interneurones voisins. Par des techniques de lésion, des récepteurs
morphiniques pré- et post-synaptiques sont localisés dans des régions du cer-
veau comme le striatum (MURRIN et coll., 1980). Morphine et peptides opioides
inhibent la libération de la substance P, de la dopamine, de l'acétylcholine
et de la noradrénaline dans le systéme nerveux central (BEAUMONT et HUGHES,
1979) . Cette possibilité Q'action est en faveur d'un site d'action pré-synap-
tique. Opiates et peptides opioides déclenchent des réponses excitatrices sur
les cellules pyramidales de l'hippocampe. Ces excitations résultent d'une inhi-
bition d'interneurones inhibiteurs voisins sur lesquels les peptides opioides,
appliqués par iontophorése, ont agi (ZIEGLGANSBERGER et coll., 1979). La capa-
cité des peptides opioides d'inhiber l'action excitatrice post-synaptique du
glutamate est considérée comme constituant une preuve d'un site d'action

post-synaptique (ZIEGLGANSBERGER et TULLOCH, 1979). De telles observations sont
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faites sur des neurones endocrines comme sur des neurones non identifiés.
Cependant, il y a toujours la possibilité que le glutamate provoque la
libération 4d'un neurotransmetteur excitateur & partir d'un neurone voisin.
Une action pré-synaptique peut mieux &tre exclue en bloguant la transmission
synaptique par des ions magnésium (JENKINSON, 1957). Dans des études électro-
physiologiques in vitro, des milieux dans lesquels la concentration en Ca++
est diminuée, celle en Mg++ augmentée, sont utilisés pour bloguer la trans-
mission synaptique (GAHWILER, 1980) . Dans des études électrophysiologiques

in vive, l'iontophorése des ions Mg++ produit un blocage synaptique localisé
au neurone étudié (NICOLL, 1971). C'est cette technique qui a permis a
ZIEGLGANSBERGER et coll. (1979) d'affirmer que les excitations des cellules
pyramidales de l'hippocampe sont dues a une inhibitién par les enképhalines
d'interneurones inhibiteurs. Ces excitations sont bloquées par le magnésium.
Au niveau du cortex cérébral (PALMER et HOFFER, 1980), les inhibitions pro-
voquées par un analogue des enképhalines ne sont pas supprimées par le Mg++
appliqué iontophorétiquement, ce qui indigque une action post-synaptique des
enképhalines au niveau des neurones. Nos observations au niveau de neurones
septo-préoptiques permettent une conclusion similaire. Dans le cas de neurones
spontanément actifs, l'activité unitaire peut étre blogquée totalement par

les ions Mg++, ce qui laisse supposer que cette activité est synaptique. Les
enképhalines sont ensuite testées sur une activité induite par le glutamate.
Dans le cas de neurones quiescents, les enképhalines sont également testées
en présence d'ions Mg++. Comme précédemment démontré (SOMIJEN et KATO, 1968),
les ions Mg-*‘+ comme les ions Ca++ peuvent inhiber l'activité évoquée par le
glutamate quand ils sont appliqués par iontophorése in vivo. Cet effet peut
&tre en relation avec une action des cations divalents sur le seuil pour

la génése des potentiels d'action (RICHARDS et SERCOMBE, 1970). Dans notre
étude, des effets similaires du Mg++ sur l'activité induite par 1le glutamate
sont observés, ces effets survenant avec des courants iontophorétiques pour
1'éjection du Mg++ supérieurs & ceux nécessaires au blocage de l'activité
synaptique. Par conséquent, dans le cas de neurones sans activité spontanée,
avec des courants d'éjection du Mg++ qui inhibent 1légérement l'activité
évoquée par le glutamate, nous pouvons supposer que la transmission synaptique
est également inhibée. Les effets inhibiteurs des enképhalines obtenus sur une
activité induite par le glutamate légérement inhibée par le Mg++, indiquent

vraisemblablement une action post-synaptique des peptides opioides.
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Des résultats différents en ce qui concerne l'effet
du magnésium sur les réponses de neurones de la moélle épiniére a des acides
aminés excitateurs sont obtenus (DAVIES et WATKINS, 1977). Ces auteurs indi-
guent que les effets du Mg++ sur l'activité induite par le glutamate s'obser-
vent avec des courants relativement faibles tandis que des courants plus
élevés sont nécessaires pour réduire l'activité spontanée ou l'activité induite
synaptiquement des neurones. Cette discordance dans les résultats est peut-
étre due & la différence de conformation des électrodes multiples employées
dans les deux études. Avec des électrodes présentant une saillie, comme c'est
le cas dans notre étude, l'application iontophorétique de Mg++ est plus dendri-
tique que somatique et peut ainsi plus facilement bloquer la transmission
synaptique. Ou inversement, la source des ions Mg++ étant plus éloignée avec
une électrode présentant une saillie, plus de courant est nécessaire pour que
le Mg++ agisse au niveau du corpé cellulaire pour inhiber 1l'activité induite

par le glutamate.

Le fait que nous ayons observé des effets post-synapti-
ques des enképhalines sur des neurones du septum latéral est étayé par des ob-
servations immunocytochimiques au niveau ultrastructural, indiquant la présence
de terminaisons nerveuses enképhalinergiques faisant synapse avec des corps
cellulaires de neurones dans le septum latéral du cobaye (BEAUVILLAIN,
observations non publiées). Des observations similaires en microscopie optique
sont également faites par SAR et coll. (1978) dans la région du septum latéral

chez le rat.

D - ENKEPHALINES ET CONTROLE NEUROENDOCRINE

i i e o e o o S B S S S e S ot et i S T e o e o S

Dés 1955, BARRACLOUGH et SAWYER rapportent que la mor-
phine injectée durant la période critique du pro-oestrus empéche 1l'ovulation
chez des rattes. Aprés la découverte et l'isolement en 1975 des enképhalines,
un effet similaire de ces peptides opioides sur la fonction LH est rapportée
(BRUNI et coll. 1977). Différentes études sont entreprises pour déterminer sites
et mécanismes d'action des enképhalines dans le contrSle de la sécrétion

hypophysaire de 1H.
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- Action au niveau de 1'adénohypophyse

Deux séries d'étude (MAY et coll. 1979, DEMOULIN et
coll., 1980) indiquent gue les enképhalines n'agissent pas par elles-mémes
au niveau de l'hypophyse, mais elles modifient les réponses de LH a LHRH. Ce-
pendant, selon CICERO et coll. (1977), les opiacés n'interférent pas avec

l'action de LHRH sur la libération hypophysaire de LH.

- Action au niveau de l'éminence médiane

Les peptides opioides, agissant au niveau de l'éminence
médiane, n'affectent pas directement la libération spontanée de LHRH, mais
bloquent l'effet stimulateur de la dopamine sur la libération de LHRH (ROTSZTEJN
et coll,, 1978). Les peptides opioides peuvent également inhiber la libération
de LHRH induite par le potassium & travers des récepteurs des opiacés (DROUVA

et coll., 1981).

- Action au niveau de l'hypothalamus et du septum

La présence de terminaisons & enképhaline surtout dans
l'aire préoptique (TRAMU et coll., 1981) ol sont localisés des corps cellulaires
de neurones a lulibérine (BARRY et coll., 1973), souléve la possibilité
d'une interaction fonctionnelle entre peptides opioides et neurones & LHRH
chez le cobaye. Nos résultats apportent la preuve qu'une telle interaction
est possible puisque les enképhalines inhibent l'activité unitaire de neurones
endocrines présumés a LHRH en raison de leur localisation. L'effet des enképha-

lines est spécifique : il est bloqué par la naloxone, post-synaptique : les

, ++
ions Mg sont sans effet.

D'autres études suggérent que les aires préoptique et
hypothalamique‘antérieure peuvent représenter le site d'action des enképhalines
dans le contrdle de la sécrétion de LH puisque 1'implantation de naloxone dans
cette région provoque une stimulation de la libération de LH (KALRA et coll.,
1981) . La seule autre zone ol la naloxone a le méme effet est la région noyau

argqué-éminence médiane (KALRA et coll., 1981). Cette derniére observation est
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bien en corrélation avec les études de ROTSZTEJN et coll. (1978) et DROUVA

et coll. (1981). Des expériences de déafférentation indiquent que les connexions
nerveuses entre l'aire préoptique, l'hypbthalamus antérieur et 1'hypothalamus
médio-basal sont indispensables pour une inhibition de LH par les peptides
opioides (HIGUCHI et KAWAKAMI, 1981). Ces effets peuvent survenir & travers des

récepteurs cholinergiques et/ou aminergiques. Cependant, le site de ces intex-

actions n'est pas déterminé (HIGUCHI et KAWAKAMI, 1981).

2/ Enképhalines et contrSle des autres fonctions adénohypophysaires

- Action au niveau de 1'adénohypophyse

Une interaction peptide opioide—dopamine au niveéu de
1'hypophyse apparait impliquée dans la régulation de la sécrétion de prolactine
(ENJALBERT et coll., 1979). Cependant, pour d'autres hormones adénohypophy-
saires, l'action des enképhalines ne semble pas‘se situer au niveau de 1'hypo-
physe puisqu'il y a absence d'effet des enképhalines sur ces glandes in vitro

(MEITES et coll., 1979).

- Action au niveau de 1l'éminence médiane

Les peptides opioides agissent & travers des récepteurs
morphiniques localisés sur des terminaisons a SRIF, pour moduler la libéra-

tion de ce facteur hypophysiotrope (DROUVA et coll., 1981).

- Action au niveau hypothalamique

Nos résultats démontrent que des neurones tubéroinfundi-
bulaires dont les corps cellulaires sont situés dans 1l'hypothalamus médio-
basal ont leur activité unitaire inhibée par les enképhalines. Nous postulons
par conséquent que les neurones contenant des enképhalines peuvent contrdler
les sécrétions adénohypophysaires & travers des connexions avec les neurones

tubéroinfundibulaires. Ces derniers peuvent &tre des neurones €élaborant des
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hormones peptidiques (par exemple, des neurones TRH sont démontrés dans l'aire
périfornicale (HOKFELT et coll., 1978)) ou des neurones dopaminergiques dans le
noyau arqué ou leur corps cellulaire est entouré de terminaisons nerveuses

contenant des enképhalines (HOKFELT et coll. 1978).

En dehors de preuves morphologiques, il existe des
résultats qui permettent de supposer que 1l'hypothalamus médio-basal est un
site d'action pour les enképhalines dans la régulation des sécrétions adénohypo-
physaires. Ainsi l'administration systémique de morphine a pour résultat une
réduction marquée de la sécrétion de dopamine hypothalamique dans le sang
porte hypophysaire (GUDELSKY et PORTER, 1979). Le site d'action de la morphine
est précisé par HASKINS et coll. (1981). Ces auteurs injectent la morphine
dans le noyau arqué et observent une diminution de la concentration de dopamine
dans le sang porte hypophysaire. Ils suggérent que la morphine agit sur un ré-
cepteur morphinique dans le noyau arqué pour supprimer la sécrétion de dopamine
a partir de neurones tubéroinfundibulaires dans le sang porte hypophysaire. Des
injections intrahypothalamiques locales et des injections systémiques combinées
3 des déafférentations hypothalamiques démontrent que les peptides opioides
agissent au niveau de l'hypothalamus médio-basal dans le contrdle de certaines

sécrétions adénohypophysaires (GRANDISON et coll., 1980).

Récemment, différentes études (SPAMPINATO et coll. 1979 ;
CASANUEVA et coll., 1980, 1981) suggérent que les enképhalines exercent leurs
effets sur certaines sécrétions hypophysaires & travers des systémes sérotoni-
nergiques, cholinergiéues ou histaminergiques. Cependant, le site de ces diffé-

rentes interactions n'est pas connu.

Différentes études (CLARKE et coll. 1979, IVERSEN et
coll. 1980, LUTZ-BUCHER et KOCH, 1980) montrent que l'action des enképhalines
sur les sécrétions neurohypophysaires se situe au niveau de la neurohypophyse,

essentiellement & travers des contacts axo-axoniques.



Cependant, dans le cas des neurones & vasopressine,
1'injection intraventriculaire de‘morphine entraine une inhibition de la déchar-
ge phasique des neurones (CLARKE et coll. 1980). Un autre site d'action pour
les opiacés et les peptides opioides dans le contrdle de la sécrétion de vaso-
pressine est donc proposé, a un niveau cependant qui ne peut étre précisé par
ce type d'expériences. Des études électrophysiologiques in vitro indiguent
que le site d'action des enképhalines peut étre le corps cellulaire des neurones
paraventriculaires (MUEHLETHALER et coll., 1980). De plus, PITTMAN et coll.

(1980) montrent, & partir de coupes d'hypothalamus, que l'effet des enképhalines
peut s'exercer sur le corps cellulaire de neurones paraventriculaires identi-

fiés antidromiquement par stimulation de la neurohypophyse.

Un double site d'action des peptides opioides dans le
contr6le de la vasopressine est donc proposé : au niveau de la neurochypophyse
par contact axo-axonique, au niveau du noyau paraventriculaire sur les corps

cellulaires de neurones & vasopressine.

De multiples sites d'action apparaissent également
possible pour les enképhalines dans le contrdle des sécrétions adénohypophy-
saires. Outre 1l'adénchypophyse, il y a l'éminence médiane ol l'action peut
s'exercer a travers des contacts axo-axoniques entre terminaisons & enképhaline
et terminaisons a dopamine ou contenant des facteurs hypophysiotropes. Nous
proposons a partir d'études électrophysiologiques in vivo,un site d'action des
enképhalines au niveau de corps cellulaires de neurones dopaminergiques ou

de neurones élaborateurs d'hormones hypophysiotropes.
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I - INTRODUCTION

Les hormones stéroides, sécrétées par les gonades et le
cortex surrénal, exercent des effets sur différents tissus cibles tels que
tractus génital, cerveau et hypophyse. Ces effets sont nombreux sur le cerveau
et se manifestent, en particulier, sur son activité électrique. BARRACLOUGH
et CROSS (1963) démontrent les premiers, une modification de l'activité unitaire
de neurones hypothalamiques & la suite d'injections systémiques de stéroides.
Par la suite, de nombreux travaux indiquent que l'activité électrique de
neurones hypothalamiques varie en fonction du cycle oestral. Elle est également
influencée, chez des animaux ovariectomisés, par des traitements & court terme
ou & long terme d'oestrogénes (références dans les revues de RICHARD et coll.,

1978, DUFY et DUFY-BARBE, 1978).

Cependant, avec ces protocoles expérimentaux, il n'est
pas possible de faire la distinction entre effets hormonaux directs sur le
neurone étudié et effets secondaires dus & des effets hormonaux intervenant
au niveau des afférencés du neurone étudié. Ces problémes peuvent étre sur-
montés en utilisant la technique de microiontophorése. Les stérolides naturels
sont faiblement acides en milieu aqueux, forment difficilement des sels avec
Na+ et K+, et, par conséquent, ne peuvent pas &tre éjectés, a partir de micro-
pipettes, par des courants. Des stéroldes conjugués acides sont par conséquent
utilisés. Ainsi, KELLY et coll. (1976) observent un effet direct du 17 B
oestradiol-hémisuccinate sur l'activité unitaire de neurones préoptiques et
septaux. D'autres auteurs (YAMADA, 1975 ; YAMADA et NISHIDA, 1978), avec des

stéroides sulfates, font des observations similaires.

L'équipe de BAULIEU étudie des stéroides "acides" de
synthése dont la structure respecte les groupements chimiques favorisant
l'interaction avec les récepteurs. Le Professeur BAULIEU nous a fourni d'abord
le 17 B-ocestradiol 7 a-acide butyrique puis toute wune série de stéroides
"acides" afin d'en étudier les effets éventuels sur l'activité unitaire de
neurones préoptiques et septaux. Parallélement, le 17 B —~oestradiol 7 a-acide
butyrique est testé sur des modéles expérimentaux sensibles aux oestrogénes

conventionnels.
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Avec la mise au point de l'éjection par pression de
substances a partir de micropipettes mulﬁiples, il nous est possible de tester
in vivo des substances non ionisables. Nous avons appliqué cette technique
afin de déterminer si les stérolides naturels ont des effets surAl'activité
unitaire de neurones hypothalamiques et du septum. Notre travail comporte
une étude des effets du 17 B-oestradiol, puis une comparaison d'une part
entre ce stéroide naturel et le 17 B-oestradiol 7 o-acide butyrigue, et

d'autre part entre le 17 g-oestradiol et le cortisol.

II ~ RESULTATS

A - ETUDES IONTOPHORETIQUES

Le stéroide conjugué est testé sur 37 neurones des aires

préoptique et septale dont 4 antidromigques, 2 orthodromiques.

Quatre activations, 2 inhibitions sont obtenues sur des
neurones non influencés (figure 37 A, B). Le plus souvent, les effets survien-
nent aprés une faible latence (de l'ordre de 1 & quelques secondes) tandis que
le retour au niveau initial est également rapide. Des effets gradués sont

obtenus en variant l'intensité des courants d'éjection.

2/ Effets du 17 B-oestradiol 7 a-acide butyrique et des désoxycorticosté-
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Les trois stéroides conjugués sont testés sur 24 neurones
dont 1 activé antidromiquement. Des réponses activatrices aux trois stéroides
ou & un stéroide sont obtenues sur des neurones non identifiés (figure 38 A,

B} .
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FIGURE 37 : Enregistrements graphiques de la fréquence de décharge (nombre

de potentiels par seconde : PA/sec) de deux neurones & faible

activité spontanée.

a : le 17 B-ocestradiol 7 a-acide butyrique (E2b) provogue . l'aug-
mentation de la fréquence de décharge du neurone. Les ions

Cl n'influencent pas l'activité électrique du neurone.

b : L'activité du neurone, induite par l'application du glutamate

est inhibée par E2b

3/ Effets du 17 R-oestradiol 7 a-acide butyrique, de 1l'androsta-4-éne-3,
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Les tests sont effectués sur 30 neurones dont 2 anti-
dromiques et 2 orthodromiques. Des activations par 1,2 ou 3 stéroides sont
obtenues sur certains neurones dont 1 antidromique (figure 38 C, D). Le décours

des effets obtenus est approximativement similaire par les trois stéroides.

Le tableau 7 indique le nombre d'effets obtenus par les

différents stéroides acides dans les trois séries expérimentales.



FIGURE 38 : Effets de différents stéroides acides sur l'activité
unitaire de neurones septo-préoptigues.

A : Réponse d'un neurone au li-désoxycorticostérone 7 B
acétique (D2) ; 1l'isomére 7 a (D1) ainéi que le
17 B -oestradiol 7 o acide butyrique (E2b) n'ont
pas d'effet.

B : Neurone ayant une faible activité spontanée et
répondant aux 3 stéroides sous la forme d'une
excitation. Absence d'effet des ions Cl .

C : Excitation d'un neurone par trois stéroides : le
17 B ~oestradiol 7 o acide butyrique (Ezb), le
20-carboxy~-pregna-1,4-diéne-3-one (P), l'androsta-
4-éne-3,17~-dione~7 o —acétique (A).vLe glutamate‘
(G) est également excitateur.

D : Deux stéroides ont un effet excitateur tandis que
le 3éme appliqué avec des courants similaires, est
sans effet,

Calibrations : 10 potentiels d'action par seconde,

10 secondes.
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TABLEAU 7 : Réponses électriques des neurones de la région préoptico-septale

chez le cobaye femelle adulte, aux stéroides acides.

Série expérimentales Total NA NO Nn
0..-7 a-bu () 37 4 2 31
11
Réponses ) 0] 0 6°
-— -b .
OII 70~bu
doc-70-ac . 24 1 0 23

doc-7B—acE

Réponses & oo 5 0 0 5
' : 4 0 0 4
OII-70L-bu .
A4-7 o-ac . 30 2 2 26
p-20-ca ¢
Réponses i .5t 3 0 3
. 2 0 2
¢ 3 1 0 2
0__~70-bu _ 91 7 4 80
II .
(dans les 3 séries)
Réponses | 17 1 0 16°

+
10 UM (au lieu de 1 uM ailleurs) ; ° dont 2 inhibitions.

doc~7 o/B-ac : 1l1-désoxycorticostérone-7a/B-acétique ; A4~7a—ac : androsta-
4-ene-3,17-dione-70-acétique ; P-20-ca :20-carboxy-pregna-1,4-diéne-3-~one.
Les réponses & 1, 2 ou 3 stéroides sont indiquées avec les symboles ponctués

correspondants. :
NA : neurones antidromiques ; NO : neurones orthodromiques ; Nn : neurones non

influencés.
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B - ETUDES CONCERNANT L'EJECTION PAR PRESSION DE STEROIDES NATURELS

Les effets du stérolde naturel sont étudiés sur 280
neurones septo-préoptiques. Trente neuf neurones (13,93 %) ont leur activité

augmentée, 11 (3,93 %) leur activité diminuée par le 17 B-oestradiol.

a) Réponses_excitatrices
Les excitations sont enregistrées immédiatement ou dans
les 30 secondes qui suivent le début de l'application de la pression. Elles
sont variables en durée. La plupart d'entre elles (29/39) sont de courte durée
(inférieure & 2 minutes) (figure 39 A). Six neurones sur 39 sont excités durant
une période de 4 & 9 minutes (figure 41B).Les 4 neurones restants sont excités
plus longtemps, l'effet étant observé durant la période d'enregistrement (jusque

40 minutes). Excepté pour ces 4 neurones, les réponses sont reproduites par des

applications successives (figures 41,42 A).

Les inhibitions sont enregistrées soit sur l'activité
spontanée soit sur l'activité induite par le glutamate. Cet effet n'est pas
accompagné d'une modification de l'amplitude des potentiels d'action. La
latence des réponses inhibitrices varie jusque 30 secondes (figure 39 B). Les
effets persistent toujours aprés le temps d'application de 1' cestradiol et
durent de ! & 3 minutes (8 neurones sur 11 ; figure 42C)ou plus (4,5 minutes
et sans retour & l'activité initiale pour 3 neurones). Une reproductibilité

des effets est observée, excepté pour les 3 derniers neurones.
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FIGURE 39 : A : Réponse excitatrice par le 17 B-oestradiol.
B : inhibition par le stéroide d'une activité induite

par le glutamate.

2/ Comgaraison des effets du 17 B-oestradiol et du 17 B-oestradiol-

Zozacide butyrigue
Cent douze neurones sont testés vis-a-vis de ces 2

stéroides. Le stéroide acide est éjecté comme un anion, & l'aide de courants
polarisants balancés, variant de 10 & 80 nA. Douze (10,71 %) répondent par-
une excitation et 3 (2,67 %) par une inhibition & 1'application iontophorétique
du stéroide acide. Quand un effet est ainsi obtenu, l'application du stérolide
naturel par pression est inefficace (figure 40 A). Inversement, lorsque le
17 B-oestradiol est excitateur, le stéroide acide se révéle inefficace (figure
40 B).
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Effets excitateurs du 17 pB-oestradiol-7 g-acide butyrique

FIGURE 40 : A
sur un neurone ayant une faible activité spontanée.
L'application par pression du stéroide naturel provogque
-un effet solvant sur l'activité induite par le glutamate,
mais n'a pas d'effet excitateur.
B : L'excitation résultant d'une éjection par pression du
17 B-oestradiocl, n'est pas obtenue par le stéroide acide.
La barre verticale indique le nombre de potentiels

d'action par seconde.
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Sur 280 neurones septo-préoptiques, 65 sont étudiés avec
des électrodes contenant deux stéroides naturels, afin de tester les effets du
cortisol sur des neurones sensibles au 17 f-oestradiol. Un troisiéme canal
"pression" contient le solvant afin de déterminer si des effets "alcool" sont
possibles et de détecter les artéfacts provoqués par l'application extracellu-

laire d'un volume de liquide.

Quand le cortisol est appliqué aux neurones sensibles au
17 B-ocestradiol, (c'est le cas de 13 neurones parmi les 65 étudiés), 2 discrimi-
nent clairement entre les 2 hormones, en ce sens que le 17 B-oestradiol est

excitateur, tandis que le cortisol est sans effet (figure 41).

FIGURE 41 : Réponse excitatrice rapide d'un neurone préoptique au

17 B-ocestradiol (E2). Le cortisol (C) n'a pas d'effet.
Les 2 stéroides sont appliqués avec la méme pression.
Les potentiels d'action sont intégrés sur des périodes

de 500 msec.

Par contre, 17 B-cestradiol et cortisol ont des
effets similaires sur les 11 autres neurcnes. Des réponses excitatrices rapi-
des sont observées sur 6 neurones lorsque les hormones sont alternativement

appliquées (figure 42 A). Deux autres neurones montrent des excitations



FIGURE 42

Réponses alﬂoestradiol.(Ez) de 3 neurones septopréoptiques

et comparaison avec des réponses €évogquées par le cortisol
{

(¢)
de

A :

. Les potentiels d'action sont intégrés sur des périodes

1 seconde.

“Réponse excitatrice rapide & 1l'oestradiol et au cortisol.

Le solvant (S) n'a aucun effet.

Réponse excitatrice de longue durée & l'oestradiol

(trace supérieure). Les enregistrements sont séparés

par 20 secondes, (fléches horizontales). Aprés retour

a l'activité initiale, (fléches verticales), les 2 appli-
cations de cortisol produisent d'abord une bréve acti-
vation puis une activation forte et soutenue (trace

inférieure).

Réponse inhibitrice prolongée & 1l'oestradiol de l'acti-

vité induite par le glutamate d'un neurone (trace supé-
rieure). L'application iontophorétique continue de glu-
tamate est indiquée par une lign€ en pointillé. L'oestradiol
est appliqué avec une pression plus petite que celle pro-
duisant un effet solvant minimal.

Aprés le retour a l'activité initiale; l'application de
corﬁisol déclenche similairement une réponse inhibitrice

(trace inférieure).
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prolongées en réponse a l'application des 2 stéro;des (figure 42 B). Un
neurone spontanément actif et 2 neurones dont l'activité est évoquée par le
glutamate, initiélement inhibés par le 178 -oestradiol, montrent une réduction
similaire de leur activité unitaire, a la suite de l'application par pression

de cortisol (figure 42 C).

4/ Localisation des neurones sensibles aux stéroides
L'examen histologique révéle que les neurones sensibles
a l'oestradiol sont largement dispersés dans toute la zone explorée. Aucune
corrélation n'est possible entre la sensibilité des neurones aux stéroides
et leur position dans l'aire septo-préoptique, sauf pour les 2 neurones répon-

dant seulement & l'oestradiol, qui sont localisés dans la partie suprachiasmati-

que du noyau préoptique médian (figure 43).
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FIGURE 43 : Localisation sur 3 coupes transversales (d'aprés l'atlas
stéréotaxique de POULAIN) des neurones sensibles au
17 B-oestradiol. Les cercles indiquent les excitations
(petits cercles pleins : neurones testés avec le 17 B
oestradiol ; grands cercles pleins : neurones excités
par le 17 B-oestradiol, mais non par le cortisol ;
cercles vides : neurones excités par les 2 stéroides).
Les triangles représentent les inhibitions (triangles
pleins : neurones testés avec le 17 B-ocestradiol seul ;
triangles vides : neurones inhibés par les 2 stéroides).
Abréviations : APO : aire préoptique ; BD : bande diago-
nale de Broca ; CA : commissure antérieure ; CO : chiasma

optique ; S : septum.
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III - DISCUSSION

Nos résultats obtenus avec l'oestradiol 7 a-acide
butyrique sur des neurones septaux et préoptiques (CARETTE et coll., 1979)
confirment ceux précédemment obtenus avec d'autres esters de stéroldes (KELLY
et coll., 1976, 1977 a et b, YAMADA, 1975 ; YAMADA et NISHIDA, 1978). Les
stéroides "acides" sont capables de modifier l'activité électrique de neurones.
Les effets surviennent aprés une courte latence (de 1 & 20 secondes selon les
auteurs), se terminent rapidement aprés la fin de l'application des courants
iontophorétiques (de 1 & 50 secondes)selon les auteurs. La direction des
effets par contre, n'est pas la méme selon les études. KELLY et coll. (1976,
1977 a et b) rapportent que les effets de l'oestradiol-hémisuccinate sur des
neurones de l'aire préoptico-septale sont différents selon que les neurones
sont activés antidromiquement ou non par stimulation de 1l'éminence médiane,
et en fonction du cycle oestral. Sur 18 neurones endocrines testés avec le
stéroide acide, 4 sont inhibés durant le dioestrus 2 ou le prooestrus tandis
que les autres ne répondent pas. En ce qui concerne les neurones non identi-
fiés, une inhibition est surtout obtenue durant le prooestrus, 1l'oestrus et
le diocestrus 1, une activation étant observée en dioestrus 2. YAMADA et
NISHIDA (1978) observent uniquement des réponses inhibitrices & l'application
d'oestrogénes sulfates dans l'aire préoptico--septale de rattes ovariectomisées
3 38 5 semaines avant l'expérimentation. Chez le cobaye, nous observons essen-
tiellement des activations sur des neurones non identifiés et sur 1 neurone

=

endocrine, & l'exception de 2 inhibitions. La comparaison entre les résultats
obtenus & partir de ces diverses études iontophorétiques s'avére difficile
puisque & la fois les espéces, les stéroides "acides” et les conditions hor-
monales utilisées sont différentes. Il convient néanmoins de faire plusieurs
remarques. La stabilité chimique de 1l'oestradiol-7 a-acide butyrique permet
d'exclure son hydrolyse, ce qui signifie que c'est le composé intact, &jecté
de la micropipette, qui provoque les effets observés. Par contre, dans le cas
de 1l'oestradiol-hémisuccinate, en raison de la présence d'estérases dans

1l'espace extra-cellulaire, il ne peut &tre déterminé si le stéroide libre et/ou

l'ester du stéroide sont responsables des changements d'activité électrique
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(KELLY et coll. 1977 a). KELLY et coll. (1978) démontrent l'absence de réponse
de neurones de l'aire préoptico-septale a l'oestradiol-hémisuccinate chez des
rattes ovariectomisées, suggérant que les stéroides ovariens sont nécessaires
pour le maintien de la sensibilité des neurones au stéroide acide.

Par contre, YAMADA et NISHIDA (1978) observent des effets d'oestrogénes sulfates

chez des rattes ovariectomisées depuis plusieurs semaines.

B - EFFETS DE STEROIDES CONVENTIONNELS SUR DES NEURONES SEPTAUX,

1/ Etude_in vitro : stéroides dans le milieu de culture
KELLY et coll. (1980) réalisent des enregistrements
intracellulaires de neurones parvocellulaires dans des coupes d'hypothalamus
de cobayes femelles afin d'élucider les changements d'excitabilité membranaire
provoqués par les stéroides. En appliquant le 17 B-oestradiol dans le milieu
de culture, & des neurones des noyaux ventro-médian et arqué, KELLY et coll.
(1980) observent uniquement des hyperpolarisations accompagnées d'une diminu-

tion de la résistance membranaire.

2/ Btude in vivo : application des stéroides par pression

Nous décrivons pour la premiére fois, les effets du 17 B
-oestradiol libre, appliqué par pression, sur l'activité de neurones septo-pré-
optiques chez le cobaye femelle in vivo (POULAIN et CARETTE, 1981 a, et b).
Les effets sont différents, a la fois en direction et en durée. La majorité
des neurones sénsibles au 17 B-oestradiol montre une réponse excitatrice rapide.
En plus de ces effets rapides, des activations de plus longue durée sont ocbser-
vées. Enfin, des inhibitions awvec latence plus ou moins importante et dépassant

le temps d‘'application du stéroide sont obtenues.
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MACLEOD et coll. (1979) appliquent différents stéroldes
sur des neurones du bulbe olfactif dont ils enregistrent l'activité unitaire
extracellulaire. Ils observent essentiellement un effet excitateur de la

testostérone et d'une phéromone stéroidale.

C - COMPARAISON DES EFFETS DES STEROIDES "ACIDES" ET CONVENTIONNELS SUR UN

KELLY et coll. (1980) comparent les effets du 17 f-ocestra-
diol et du 17 B-oestradiol-hémisuccinate sur quelques neurones et n'cbservent
aucune différence entre les deux stéroides dans le type et le décours des
réponses. Il apparait ainsi possible que l'ester soit hydrolysé en stéroide

libre.

Le 17 B-oestradiol et 1l'oestradiol-7 o-acide butyrique
sont testés sur des neurones septo-préoptiques (POULAIN et CARETTE, 1981 a). Les
neurones sensibles & 1'un des stéroides ne répondent pas a l'autre et inverse-
ment. Une telle observation peut résulter du fait de 1l'oestradiol-7 u-acide
butyrique a une stabilité chimique qui exclut son hydrolyse. Les effets de ce
stéroide non conventionnel peuvent donc &tre différents de ceux d'un stéroide

naturel.

D - SPECIFICITE DES REPONSES_OBSERVEES
Dans notre étude iontophorétique (CARETTE et coll.,

1979), quatre stéroides acides sont testés en plus de l'oestradiol
7 a-acide butyrique. Plus de 80 % des neurones testés ne répondent pas aux
stéroides appliqués. Certains neurones sensibles répondent & un seul stéroide,
d'autres aux 3 stéroides. L'isomérie 7a/78 des dérivés désoxycorticostérone-7-
acétiques est reconnue par certains neurones. Ces résultats révélent donc une
spécificité au niveau neuronal et une spécificité des stéroides pour certains

neurones. Dans l'étude portant sur les effets des stéroides naturels, une
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situation identique se retrouve : seulement un certain pourcentage de neurones

est sensible aux stéroildes, certains neurones répondent & un seul stéroide

tandis‘que d'autres répondent aux 2 stéroides appliqués.

Une stéréospécificité pour les effets électrophysiolo-
giques rapides du 17 B-oestradiol-hémisuccinate est prouvée sur des neurones de
l'aire septo-préoptique puisque le 17 a-oestradiol-hémisuccinate n'est pas actif
(KELLY et coll. 1977 a). De méme, au niveau des neurones de l'hypothalamus
médio-basal, in vitro (KELLY et coll., 1980), 1l'effet du 17 B-ocestradiol appa-

rait spécifique puisque l'oestrone est sans effet.

Au regard de ces résultats, l'absence de stéréospéci-
ficité de certains neurones sensibles donc & plusieurs stéroides apparait in-
triguante. Il convient de noter gqu'il existe dans la littérature des exemples
analogues. KELLY et coll. (1977 b) montrent le cas d'un neurone dont
l'activité unitaire induite par l'acétylcholine est inhibée par le 17 B-oestra-
diol-hémisuccinate et le cortisol-hémisuccinate. De méme, un oestrogéne conjugué
et la bétaméthasone disodium phosphate ont un effet inhibiteur similaire sur
un neurone de l'hypothalamus médio-basal de rat méle (YAMADA et UESHIMA, 1978).
Des stérolides naturels : la testostérone et une phéromone stéroidale, appliquées
par un flux d'air directement sur des neurones du bulbe olfactif, ont parfois
un effet similaire sur l'activité unitaire du méme neurone (MAC LEOD et coll.
1979) . Ainsi se fait la distinction de trois types de neurones : neurones
non sensibles, neurones non discriminateurs, et neurones discriminateurs,
c'est-a-dire sensibles & un stéroide mais non & l'autre. Dans le cas des neu-
rones non discriminateurs, il peut &tre supposé que différents stéroides provo-
quent un effet sur un méme neurone, en agissant & travers des sites de liaison
respectifs, ou & travers un méme site qui avait un large spectre de spécificité
stéréochimique. La seconde supposition apparait plus vraisemblable puisqu'a
chaque fois, le 17 B-oestradiol et le cortisol ont le méme effet. Une diversité
stéréochimique des stéroides actifs sur la membrane d'ovocytes de Xenopus

laevis est également rapportée (BAULIEU et coll. 1978).
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E - EFFETS MEMBRANAIRES DES STEROIDES

Il est admis que l'action des stéroides au niveau
cellulaire survient & travers une activation du génome de la cellule cible.
Dans un premier temps, il y a liaison du stéroide & des sites récepteurs intra-
cellulaires. Dans un deuxiéme temps, il y a translocation du complexe hormone-
récepteur vers le noyau de la cellule (Mc EWEN et coll., 1978). Les techniques
radiocautographiques confirment la localisation intracytoplasmique des récepteurs
des stéroides avec une concentration des produits radioactifs dans la zone
nucléaire des cellules. Nos résultats, obtenus avec les stéroides naturels
montrent que les neurones sensibles au 17 B-oestradiol ne sont pas uniquement
localisés dans l'aire préoptique médiane contenant des récepteurs intracellu-
laires pour ce stéroide (WAREMBOURG, 1977) mais sont dispersés dans l'aire septo-
préoptique. Les effets électriques déclenchés par le 17 B-oestradiol ne sont
vraisemblablement pas en relation avec les effets hormonaux déclenchés au
niveau intracellulaire et peuvent représenter une voie supplémentaire d'action

au niveau du neurone pour le stéroide.

. Les effets génomiques des stéroides impliquent une
latence de l'effet qui se mesure en minutes ou en heures et une durée de
1'effet qui dépasse la disparition du stéroide du tissu. Les effets électro-
physioclogiques des stéroides, obtenus aussi bien par iontophorése que par
éjection par pression, présentent une latence qui s'exprime en secondes
et une durée de l'effet qui ne dépasse pas ou peu la fin de l'application
du stéroide. Les potentiels d'action des neurones dont la fréquence est modi-
fiée par les stéroides sont d'origine membranaire. L'ensemble de ces données
suggérent fortement que la membrane plasmatique des neurones peut étre le site

d'action des stéroldes dans leurs effets électrophysiologiques.

Cette hypothése est consistante avec un certain nombre
de résultats. KELLY et coll. (1980) suggérent que le site d'action du 17 B
-oestradiol est la membrane nerveuse puisque ce stérolide polarise certains
neurones. Les réponses obtenues par ARNAULD et coll. (1981) sur des neurones du
noyau caudé, & la suite d'injections intra-musculaires de benzoate d'oestradiol;
apparaissent s'effectuer & travers la membrane cellulaire en raison de leurs
courtes latences et en raison du fait que la région étudiée présente un taux

faible de récepteurs intracellulaires aux oestrogénes, déterminé par des études
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biochimiques et radioautographiques. L'oestradiol agirait directement sur les
récepteurs de labdopamine des neurones du noyau caudé. Des hypothéses simi-
laires quant & l'action membranaire des stéroides, sont émises par KENDRICK
et DREWETT (1979), et TEYLER et coll. (1980) dans leurs études respectives

sur des neurones de l'amygdale et des cellules pyramidales de 1l'hippocampe.

Des sites de liaison sur des membranes plasmatiques, spé-
cifiques pour le 17 B-oestradiol existent également sur des cellules utérines
(PIETRAS et SZEGO, 1977, 1979 a), sur des hépatocytes (PIETRAS et SZEGO,

1979 b), sur des cellules hypophysaires sécrétant la prolactine (DUFY et coll.,
1979) . KOCH et coll. (1978) indiquent gue des corticostéroides se lient éga-
lement aux membranes plasmatiques de cellules hypophysaires, tandis que 1l'aldo-
stérone interagit avec celles de cellules rénales (OZEGOVIC et coll., 1977).
Enfin, la progestérone agit au niveau de la surface cellulaire pour réinitier
la maturation méiotique dans des ovocytes de Xenopus laevis (BAULIEU et coll;,
1978) .

Ainsi, la membrane plasmatique de différents types
cellulaires peut constituer le site d'action d'hormones stéroides & travers

lequel s'expriment leurs effets (BAULIEU, 1978).

L'hormone lutéotrope est libérée & partir de 1l'adéno-
hypophyse, d'une fagon pulsatile. Il est trés vraisemblable gue cet événement
soit dd & une libération pulsatile de LHRH. Différents neurotransmetteurs ainsi
que les stéroides ovarieﬁs influencent la libération épisodique de LH. Les
oestrogénes inhibent cette libération chez un certain nombre d'espéces,
l'effet apparaissant quelques minutes aprés l'infusion intraveineuse du stéroide.
Cette courte latence de l'effet exclut toute action des stéroides a travers le
génome, mais permet de penser a une action au niveau membranaire. Cet effet
inhibiteur par les oestrogénes apparait impliquer deux niveaux d'action

1'hypophyse et le systéme nerveux central. La question se pose de la relation
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possible entre nos résultats électrophysiologiques et les mécanismes impliqués
dans l'effet inhibiteur des ocestrogénes sur la décharge pulsatile de LH. L'un
des mécanismes suggérés est que l'hormone, en inhibant l'activité électrique
nerveuse, interfére avec la libération de LHRH. Etant donné gue nous avons
essentiellement observé des excitations par le 17 B-ocestradiol, il est possible
que les effets déclenchés par le stéroide, affectent un interneurone inhibiteur
en contact synaptique avec un neurone impliqué dans la synthése et la libération

de LHRH.

Chez les animaux présentant une ovulation spontanée,

comme le cobaye, les taux plasmatiques de LH sont relativement faibles avant
~de s'élever brusquement pour induire l'ovulation et il existe une corrélation
entre la sécrétion de LH et celle des stéroides gonadiques (CROIX et FRANCHIMONT,
1975) . Une double rétroaction des oestrogénes s'exerce sur la sécrétion de LH :
elle est négative et provoque des taux bas de LH avant de devenir positive et

de conduire & la décharge préovulatoire de LH. La rétroaction positive intervien-
drait au niveau hypothalamique et au niveau hypophysaire et s'exercerait avec
une latence de plusieurs heures. La stimulation & long terme exercée par
l'oestradiol sur la sécrétion de LH peut étre bloquée par des inhibiteurs de la
synthése protéique (JACKSON, 1973). La rétroaction négative se situe uniquement
au niveau hypothalamique, s'exerce rapidement, c'est-~d-dire dans les minutes

qui suivent l'injection d'cestradiol. DUFY et coll. (1978) trouvent que l'acti-
nomycine D, inhibiteur de la synthése protéique, n'empéche pas l'action inhi-

bitrice du 17 B-oestradiol sur l'axe hypothalamo-hypophysaire.

La rétroaction négative du 17 g-oestradiol n'est donc
pas en relation avec un événement nucléaire au niveau des neurones mais fait treés
probablement intervenir un phénoméne membranaire. Elle peut s'exercer sur la
libération hormonale en modifiant la fréquence des potentiels d'action. Nos
résultats électrophysiologiques sont donc en accord avec cette conception du
mécanisme de rétroaction négative exercée par le 1718-oestradiol sur la

sécrétion tonique de LH.
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G - LE 17 B-OESTRADIOL EN TANT QUE NEUROMODULATEUR

Le 17 B-oestradiol et les stéroldes en général, peuvent
agir sur la fonction du neurone a différents niveaux : sur son métabolisme,
sur les récepteurs membranaires aux différents neurotransmetteurs (leur syn-
thése, leur dégradation), sur la libération des produits élaborés par le neu-
rone, sur l'interaction entre le neurotransmetteur et son récepteur. Tous
ces effets peuvent avoir des conséquences, & plus ou moins long terme, sur
des événements pré- ou post-synaptiques et donc sur l'activité électrique des
neurones. De tous ces effets, seulement certains sont compatibles avec les
effets électrophysiologiques rapides, provoqués par les stéroides tels que
nous les observons. Ils nécessitent en outre que la neuromodulation s'exerce
au niveau membranaire. Ces effets peuvent concerner la libération de substan-
ces par les neurones, et l'interaction entre un neurotransmetteur et son
récepteur. Il est montré que les corticostérofdes inhibent la libération de
CRF (JONES et coll., 1977), au cours de la rétroaction rapide. Le 17 B-ocestra-
diol, par ailleurs, inhibe la liaison de la noradrénaline et de la dopamine
a des membranes synaptosomales (INABA et KAMATA, 1979). Les stéroides exexcent
une neuromodulation qui présente deux aspects : l'une met en jeu des récepteurs
intracellulaires et une synthése protéique, a une action durable, tandis gque
l'autre s'exerce au niveau membranaire, a une action rapide. A l'heure actuelle,

aucun récepteur membranaire aux stéroides n'est identifié.
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I - CONTROLE SYNAPTIQUE DES NEURONES ENDOCRINES PARVOCELLULAIRES

Le contrdle hypothalamique des sécrétions adénohypophy-
saires est effectué essentiellement par les neurones endocrines parvocellulaires
qui agissent comme transducteurs puisqu'ils convertissent une information ner-
veuse en une information endocrine. Ce sont ces neurones gue nous avons choisis
comme sites d'action dans l'étude du rble de différentes substances dans la
régulation des sécrétions adénohypophysaires. Nos hypothéses de travail s'appuient
sur trois types d'études : celles concernant l'innervation de 1l'hypothalamus,
du septum et des bandelettes diagonales de BROCA, celles relatives & la loca-
lisation des corps cellulaires de neurones endocrines par des méthodes immuno-
cytochimiques, et celles attribuant & différentes substances un rdéle dans le
contr8le des fonctions adénohypophysaires (études neuropharmacologiques). Ces
derniéres, malgré 1l'information qu'elles apportent, présentent un certain

nombre de limites :

- les substances testées administrées de fagon systématigque, peuvent avoir
des actions aussi bien centrales que périphériques,

- méme les substances injectées directement dans le cerveau peuvent avoir plus
d'un effet et agir & plusieurs niveaux. Enfin, lorsqu'on applique une sub-
stance dans le noyau concerné directement par le contr&le d'une fonction,
un délai important entre le moment de l'injection et le début de l'effet
peut signifier une action indirecte de la substance par l'intermédiaire

d'une autre substance.

Dans ce contexte, les études électrophysiologiques
combinant les techniques d'identification antidromique et d'application de

substances par microiontophorése ou par pression présentent plusieurs avantages :

elles permettent une identification fonctionnelle en montrant que ces neurones

se projettent dans 1l'éminence médiane. Les neurones ainsi identifiés sont

considérés comme des neurones endocrines,

- elles permettent une localisation anatomique des corps cellulaires des neu-
rones étudiés,

- elles mesurent un paramétre fonctionnel important des neurones : leur acti-
vité électrique,

- elles permettent l'application directe des substances sur les neurones étudiés,

il est ainsi possible d'établir une relation directe de cause i effet.
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Si 1l'application locale de substances sur les neurones ne permet pas en elle-méme
de déterminer si le site d'action est bien le neurone dont on enregistre
l'activité unitaire, certaines conditions expérimentales (glutamate, magnésium)

précisent le site d'action des substances testées (sites pré ou postsynaptiques).

Nos études sur différentes substances (noradrénaline,
histamine, enképhalines) confirment l'existence d'une innervation de 1l'hypotha-
lamus et de la région rostrale de 1l'hypothalamus par ces amines et les peptides
morphinomimétiques et précisent qu'une articulation entre terminaisons aminer-
giques et neurones peptidergiques d'une part, terminaisons peptidergiques et
neurones peptidergiques d'autre part, est possible. Dans certains cas, nos

études précisent que les synapses sont de type axo-somatique (enképhalines).

La limite actuelle des études €électrophysiologiques sur
des neurones endocrines parvocellulaires est leur identification fonctionnelle
seulement partielle. A l'inverse des neurones endocrines magnocellulaires, iden-
tifiables par leur projection vers la neurohypophyse, et dont la nature du
produit élaboré (neurones & ocytocine, neurones & vasopressine) peut étre déter-
minée par l'allure de leur activité électrique (POULAIN et coll., 1977), les
neurones endocrines parvocellulaires ne peuvent étre identifiés sur la base de
leur activité éléctrique. La solution serait d'effectuer une détermination
de la nature de la substance élaborée par le neurone étudié, a posteriori par
un contréle immunocytochimique. Actuellement, pour 1l'interprétation de nos
résultats, nous établissons une corrélation entre la localisation des neurones

étudiés d'une fagon électrophysiologique et celle des corps cellulaires des

neurones par immunocytochimie.

II - ROLE DES POTENTIELS D'ACTION DANS L'ACTIVITE ENDOCRINE D'UN NEURONE

~Les principaux aspects du fonctionnement du neurone
endocrine, c'est-a-dire la synthése, le transport axoniqﬁe et la libération
de la neurohormone sont-ils contrblés par l'activité électrique du neurone ?
De nombreuses études ont é&té réalisées.(surtout sur le systéme hypothalamo-

~

neurohypophysaire) afin de répondre & ces questions.
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A - SYNTHESE DE LA NEUROHORMONE
Il n'y a aucune preuve directe gque les poteatiels d'action
contrSlent la vitesse de synthése protéique. Cependant, lors de la génése et
de la propagation des potentiels d'action, se produisent des mouvements ioniques
+ + ++
intéressant le Na , le K , le Ca et il n'est pas exclu que ces processus

interviennent dans les mécanismes de synthése protélique.

B - TRANSPORT AXONIQUE DE LA NEUROHORMONE
Une relation entre l'activité électrique et le transport
axonique de la neurohormone n'est pas établie. Il semble que la quantité de
substances transportées le long de l'axone puisse dépendre de l'activité élec-

trique mais la vitesse de transport n'est pas altérée (NORSTROM et coll., 1971).

C - LIBERATION DE LA NEUROHORMONE
Un mécanisme de couplage excitation-sécrétion est décrit

pour la libération des neurohormones a partir des terminaisons axoniques. Une
dépolarisation de ces terminaisons, qui est produite physiologiquement par les
potentiels d'action conduits le long des axones, provogue une augmentation de

it s ; , ++ . < o
la perméabilité membranaire aux ions Ca , ce qui a pour résultat une entrée

++ P . . ++ . <«

de Ca dans la terminaison axonique. Ces ions Ca intracellulaires évoquent

la libération par exocytose, des neurchormones.

Des expériences in vitro et in vivo de stimulations

€électrigues de neurchypophyses démontrent une libération de neurohormones en
réponse a cette stimulation (MIKITEN et DOUGLAS, 1965 ; DREIFUSS et coll., 1971 ;
HARRIS et coll., 1969). Une corrélation est ensuite établie entre les modifications
d'activité unitaire en réponse 3 des stimuli connus pour provoquer une libération
neurohormonale et la libération effective, mesurée simultanément, de ces neurohor-
mones (DYBALL, 1971 ; WAKERLEY et LINCOLN, 1973 ; LINCOLN et WAKERLEY, 1974, 1975).
Ces études permettent donc de supposer que les potentiels d'action des neurones

endocrines magnocellulaires contrdlent directement la libération du produit de sé-

crétion du neurone.
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Des stimulations électriques de la partie médiobasale de
1'hypothalamus provogquent la libération de la lulibérine (DYER et coll., 1980).
La présence d'ions Ca++ est nécessaire dans le milieu d'incubation pour cette
libération. Par contre, une relation directe entre l'activité électrique des
neurones a lulibérine et la libération de l'hormone & partir des terminaisons
axoniques n'est pas établie puisque des enregistrements électrophysiologiques
a partirvdes neurones a lulibérine identifiés ne sont pas possibles. A partir
des données acquises essentiellement sur les neurones endocrines magnocellu-
laires, nous supposons que l'activité électrique des neurones endocrines en
général est clairement en relation avec les processus de libération du produit
de sécrétion. C'est sur cette base que nos discussions sont réalisées pour
corréler nos observations avec les effets des différents neurorégulateurs sur
les fonctions adénohypophysaires puisque les changements dans les processus de
synthése protéique et de transport axonique en relation avec l'activité électri-

que des neurones endocrines ne sont pas nettement établis.

III - CONNEXIONS NERVEUSES ENTRE LE FAISCEAU MEDIAN DU TELENCEPHALE, L'AIRE

PREOPTIQUE ET L'HYPOTHALAMUS BASAL

Des expériences montrent que le faisceau médian du télen-
céphale peut jouer un rdle modulateur dans le contrSle de certaines sécrétions
adénohypophysaires (MARTINOVIC et McCANN, 1977 ; TINDAL et KNAGGS, 1977).
PERKINS et WHITEHEAD (1978) étudient les réponses de neurones des régions
préoptique et hypothalamique antérieure & la stimulation du faisceau médian
du télencéphale. Les afférences de ce faisceau & ces neurohes peuvent étre
soit excitatrices, soit inhibitrices. L'application iontophorétique de la
dopamine ou de la noradrénaline supprime l'activité des neurones activés et
inhibés orthodromiquement. Dans une autre étude, les mémes auteurs, en 1979,
montrent que 22 % des neurones de l'aire préoptique, hypothalamique antérieure,
activés antidromiquement par stimulation de 1'hypothalamus basal regoivent une
entrée excitatrice a partir du faisceau médian du télencéphale. Ils notent
une absence compléte d'entrée inhibitrice & partir du faisceau sur ces neurones
activés antidromiquement. Sur la base de leurs précédents résultats

(PERKINS et WHITEHEAD, 1978), ils indiquent que la noradrénaline n'est proba-~

blement pas le neurotransmetteur impligué dans cette entrée excitatrice.
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Nos résultats ainsi que ceux de MOSS et coll. (1978) montrent que la noradréna-
line peut activer des neurones se projetant vers 1l'éminence médiane, neurones
qui peuvent correspondre & ceux activés antidromigquement par stimulation de
1'hypothalamus basal (noyaux arqué, ventro-médian). Une autre amine, 1l'histamine,
active les neurones endocrines, comme le montrent nos études iontophorétigques

et peut étre le neurotransmetteur impliqué dans cette entrée excitatrice. Des
fibres histaminergiques sont présentes dans le faisceau médian du télencéphale
et innervent les aires préoptiques et hypothalamiques antérieures (GARBARG et
coll., 1976 ; HAAS et coll., 1978). De plus, HAAS et WOLF (1977) montrent que

des neurones hypothalamiques, activés orthodromiquement par stimulation du
faisceau médian du télencéphale, ont leur activité unitaire augmentée par 1l'hista-
mine appliquée iontophorétiquement. Pour donner une réponse définitive au
probléme de la nature des afférences excitatrices du faisceau médian du télen-
céphale a aes neurones endocrines, il serait nécessaire de stimuler & la fois
l'éminence médiane et le faisceau médian du télencéphale pour identifier les
neurones endocrines recevant des afférences excitatrices du faisceau, puis
d'appliquer, par iontophorése, noradrénaline et histamine pour en déterminer

l'effet sur l'activité unitaire (figure 44).

\

NA HA Faisceau médian du télencéphale

APO

Neurone endocrine

FIGURE 44 : Schéma montrant les relations faisceau médian du télencéphale,
aire préoptique, éminence médiane et la nature possible des neuro-
transmetteurs impliqués dans les afférences excitatrices de ce
faisceau aux neurones endocrines.

Abréviations : APO, aire préoptique ; EM, éminence médiane ;
HA, histamine ; NA, noradrénaline.
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IV - INTERACTION 17 B-OESTRADIOL, NEURONES NORADRENERGIQUES

Un renouvellement élevé de la noradrénaline dans l'aire
préoptique est observé chez des animaux ovariectomisés (LéFSTRéM et coll., 1977).
Ceci suggére que la rétroaction négative des ocestrogénes s'exerce, au moins en
partie, dans l'aire préoptique en impliquant la noradrénaline. WUTTKE et coll.
(1981) émettent l'hypothése que la régulation de ce renouvellement se situe au
niveau des terminaisons noradrénergiques et met en jeu un mécanisme d'inhibition
présynaptique par le GABA. A l'appui de leur hypothése, ces auteurs démontrent
que le renouvellement du GABA est faible chez des animaux ovariectomisés. Par
conséquent, la rétroaction négative des oestrogénes peut impliquer une inhi-
bition présynaptique GABAergique de la libération de noradrénaline dans l'aire
préoptique. D'ailleurs, une injection intraventriculaire de GABA chez des animaux
ovariectomisés réduit significativement les taux de LH plasmatique ainsi que le
renouvellement de la noradrénaline préoptique. L'application locale de 17 B-oestra-
diol dans l'aire préoptique chez des animaux ovariectomisés réduit le renouvel-
lement de la noradrénaline dans cette aire. Ceci indique que des neurones sen-
sibles au 17 B-oestradiol existent dans l'aire préoptique et y influencent le
renouvellement de la noradrénaline. Les observations de WUTTKE et coll. (1981)
montrent que le 17 B-oestradiol augmente le renouvellement du GABA mais diminue
celui de la noradrénaline dans l'aire préoptique et que le GABA diminue égale-
ment ce renouvellement de la noradrénaline. Ces résultats suggérent gue dans la
rétroaction négative du 17 B-oestradiol, les neurones sensibles au stéroide
dans l'aire préoptique peuvent é&tre GABRergiques et inhiber le renouvellement
de la noradrénaline par une action au niveau des terminaisons noradrénergigues.
DUFY et coll. (1978) démontrent que la rétroaction négative des stéroides
n'implique pas une synthése protéique, mais est un processus rapide qui peut
mettre en jeu des modifications de fréquence de décharge de neurones en relation
avec des effets membranaires. Nos résultats électrophysiologiques acquis avec le
17 B-oestradiol sur des neurones septo-préoptiques corroborent l'ensemble des
résultats précédents. En tenant compte du fait que des neurones & lulibérine
sont présents dans l'aire préoptique (BARRY et coll., 1973), que nous obser-
vons dans cette aire, des effets excitateurs de la noradrénaline sur 1l'activité
unitaire de neurones endocrines, il est possible d'établir un schéma hypothétique

concernant le mécanisme de rétroaction négative du 17 B-oestradiol (figure 45).
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Le stéroide peut exciter les neurones GABAergiques, ce qui entraine une

inhibition de la libération de noradrénaline. L'action excitatrice de cette

amine sur les neurones 4 lulibérine est ainsi supprimée. Ceci peut expliquer

les taux faibles de LH plasmatique pendant la phase de rétroaction négative

du 17 B-oestradiol.

Excitation par le 17R-ocestradiol

Inhibition GABA NA
présynaptique
GABA® LT T T T T~ s
@NA ( oM
APO ‘\

e T

Neurone a lulibérine

FIGURE 45 : Schéma illustrant les relations possibles entre neurones
GABAergiques, noradrénergiques et & lulibérine dans le méca-
nisme de rétroaction négative du 17 B-oestradiol.
Abréviations : APO : aire préoptique ; EM : éminence médiane

NA : noradrénaline.

[
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V ~ INTERACTION ENKEPHALINE, NORADRENALINE SUR DES NEURONES A LULIBERINE

Des expériences récentes (KALRA et SIMPKINS, 1981)
suggérent l'implication de la noradrénaline dans l'action des peptides opioides
surkla sécrétion de LH. L'augmentation des taux de LH plasmatique induite par
la naloxone est abolie par des dépléteurs des taux de noradrénaline dans
l'hypothalamus, et par un agent blogquant les récepteurs alpha-adrénergiques.
Le site de l'interaction entre peptides opioides et noradrénaline apparait
étre l'aire préoptique puisque d'une part, l'implantation de naloxone dans
cette aire déclenche la libération de LH (KALRA et SIMPKINS, 1981), d'autre
part la déafférentation entre l'hypothalamus antérieur et 1'hypothalamus
médiobasal abolit cette réponse (HIGUCHI et KAWAKAMI, 1981). Des preuves
morphologiques sont également en faveur de l'aire préoptique puisque des
terminaisons noradrénergiques et enképhalinergiques ainsi que des corps

cellulaires de neurones & lulibérine y sont localisés.

Des expériences biochimigques montrent que les enképha-
lines inhibent la libération d'un certain nombre de substances : neurotrans-
metteurs classiques (noradrénaline, dopamine, acétylcholine) et peptides
(substance P) & travers des récepteurs morphiniques, au niveau de synapses
axo-axoniques (réf. dans BEAUMONT et HUGHES, 1979). Les enképhalines, dans
ce cas, sont considérées comme des neuromodulateurs présynaptiques de la
libération de neurotransmetteurs. Ces peptides opioides peuvent également
agir comme neuromodulateurs postsynaptiques en interférant avec des neuro-
transmetteurs. TSANG et coll. (1978) montrent qu'au niveau du cortex cérébral
et de l'hypothalamus, les peptides opioides se lient & leurs récepteurs spé-
cifiques membranaires et que le complexe enképhaline-récepteur inhibe ensuite

la liaison de la noradrénaline aux récepteurs alpha et béta-adrénergiques.

Les deux types de neuromodulation dans l'interaction
peptides opioldes, noradrénaline sont possibles. Nos résultats montrent que
les enképhalines inhibent l'activité unitaire de neurones endocrines de la
région préoptique, l'effet étant blogué par la naloxone. De plus, en présence
d'ions Mg++ qui bloquent la transmission synaptique, l'effet des peptides
opioides persiste, il est donc postsynaptique. En fonction de nos résultats,
de ceux de TSANG et coll. (1978), de KALRA et SIMPKINS (1981), le schéma

hypothétique suivant peut étre proposé concernant l'action des enképhalines
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sur les corps cellulaires des neurones & lulibérine (figure 46). Nous y ajou-

tons l'effet des peptides opioides sur les terminaisons axoniques de ces

mémes neurones d'aprés les travaux de ROTSZTEJN et coll. (1978) qui montrent

que les enképhalines blogquent l'effet stimulateur de la dopamine sur la

libération de LHRH.

Modulation postsynaptique

ENK
©
= Q/@®NA
Neurcne & lulibérine
APO
DA\ oK
@
EM
FIGURE 46 : Schéma montrant les deux sites d'action possibles des enképhalines

=

sur un neurone a lulibérine.
Abréviations : APO : aire préoptique ; DA : dopamine ; ENK : enké-

phalines ; NA : noradrénaline ; Ro : récepteur alpha-adrénergique.
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. VI -~ INTERACTIONS 17 8-OESTRADIOL, ENKEPHALINE ET 17 B-OESTRADIOL, HISTAMINE

Des études récentes (CICERO et coll., 1980) indiguent gque
des neurones enképhalinergiques sont impliqués dans la rétroaction négative
exercée par la testostérone. Il n'y a pas de données similaires concernant la
rétroaction négative du 17 B-oestradiol. Des résultats indiquent simplement que
le 17 B-oestradiol augmente les taux de mét-enképhaline dans l'aire préoptique
(DUPONT et coll., 1980). D'autre part, les taux de mét-enképhaline dans l'aire
préoptique~hypothalamique antérieure varient en fonction du cycle oestral chez
la ratte (KUMAR et coll., 1979), ce qui suggére gue les enképhalines sont im-
pliquées dans la régulation de la fonction hypothalamo-hypophysaire durant le
cycle oestral. Les données actuelles ne nous permettent pas cependant d'établir
des corrélations avec celles que nous avons obtenues concernant les enképhalines

et le 17 B-oestradiol.

PORTALEONE et coll. (1980) montrent qu'une interaction
est possible entre le 17 B-oestradiol et les récepteurs histaminergiques au
niveau hypothalamique. D'autres données sont nécessaires pour intégrer ces

résultats dans la régulation de fonctions neuroendocrines.
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CONCLUSION



143

Les neurorégulateurs contrdlent l'activité des neurones

de différentes facgons :

- par une modification de l'excitabilité membranaire,

- par une régulation du métabolisme des neurotransmetteurs.

Au niveau du systéme nerveux central, les neurones endo-
crines parvocellulaires constituent la voie finale commune essentielle dans la
régulation des sécrétions adénohypophysaires. Ces neurones sont soumis au con-
tr6le de différents neurorégulatéurs.

Nos résultats montrent que la noradrénaline et 1l'histamine
font partie de ces neurorégulateurs en modifiant 1l'excitabilité membranaire de
neurones endocrines identifiés électrophysiologiquement et dont les corps cellu-
laires sont situés dans l'aire septo-préoptique. Les neurones adjacents, suscepti-
bles également de participer au contréle des sécrétions adénohypophysaires sont
soumis 3 la méme influence. Ces substances ionisables ont été appliquées par la
technique de microiontophorése a partir de micropipettes multiples. Dans le cas
de 1l'histamine, l'application a été réalisée 4 partir de micropipettes de notre
fabrication dont le canal d'enregistrement fait saillie. L'activité unitaire des
neurcones étudiés, dont le corps cellulaire est de petite taille, est ainsi‘amélio—
rée 4 la fois dans son amplitude et dans sa stabilité. Tandis que les effets ra-
pides et transitoires de 1l'histamine permettent de penser & un rSle de neuro-
transmetteur, des variations plus durables de la polarisation membranaire des
neurones suggérent un rble de modulateur pour cette substance dans l'aire septo-

préoptique.

Nos résultats montrent également que les enképhalines,
pentapeptides morphinomimétiques, appliqués par microiontophorése & partir de
micropipettes dont le canal d'enregistrement fait saillie, exercent uniquement

un effet inhibiteur sur 1l'activité unitaire de neurones endocrines et adjacents
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de 1l'aire septopréoptique et de l'hypothalamus tubéral. Cette uniformité d'effet
indique vraisemblablement un seul site d'action au niveau cellulaire pour ces
substances. Les inhibitions complétes par les enképhalines sur une activité induite
par le glutamate de neurones silencieux suggérent que ce site est postsynaptique.
La persistance des effets des enképhalines en présence de Mg++ gui bloque 1la

transmission synaptique permet d'affirmer que le site est postsynaptique.

Nos résultats font apparaitre en outre, une sensibilité
différentielle de certains neurones & la leu- et & la mét-enképhaline, ce qui

implique :

- une distribution différentielle des deux enképhalines,
- des récepteurs différents pour ces deux peptides morphinomimétiques,

~ une fonction différentiellle pour chacun d'eux.

Ces hypothéses que nous avons formulées en 1978 (CARETTE
et POULAIN, 1978) ont été confirmées par la suite par différentes études. Enfin,
le fait que nous observions des effets inhibiteurs des enképhalines, bloqués ou

non par la naloxone suggére gque des récepteurs morphiniques multiples existent.

Il est admis que neurotransmetteurs classiques et neuro-
peptides agissent au niveau de récepteurs membranaires avec parfois mise en jeu
d'un second messager intracellulaire pour exercer leurs effets. Des travaux
récents (GOLDFINE, 1981) suggérent que des peptides peuvent agir sur leurs cellu-
les-cibles en se fixant sur des récepteurs spécifiques membranaires, le complexe
peptide-récepteur étant ensuite internalisé par la cellule. A l'intérieur de celle-
ci, le complexe se dissocie, le récepteur est soit dégradé, soit recyclé dans la
membrane et le peptide se lie & des organites cytoplasmiques pour exercer son
effet. Il est concevable qu'un tel mécanisme d'action survienne pour les peptides
au niveau du systéme nerveux central. Les concepts courants concernant la neuro-
transmission, la neuromodulation sont également revus actuellement & la lumiére
de certains travaux comme ceux indiquant la présence au sein d'une méme termi-
naison nerveuse, d'un neurotransmetteur classique et d'un neuropeptide (CHAN-
PALAY et coll., 1978) ou de deux neuropeptides (TRAMU et coll. 1977, TRAMU et
LEONARDELLI, 1979 ; BEAUVILLAIN et coll., 1981) ou méme d'un neurotransmetteur
classique et de deux neuropeptides (JOHANSSON et coll. 1981). La signification
fonctionnelle de ces neurones contenant plusieurs substances n'est pas encore

connue. Dans certains cas, il semble que deux substances puissent interagir au
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niveau du méme récepteur. Les techniques que nous avons utilisées au cours de ce

travail, peuvent constituer un moyen de vérifier de telles hypothéses.

Les hormones stérolides sont également des neurorégulateurs
jouant un réle important dans certains événements neuroendocriniens. Classiquement,
le mécanisme par lequel elles agissent comporte les étapes suivantes : diffusion
& travers la membrane du neurone, liaison & un récepteur cytoplasmique, translo-
cation du complexe stéroide-récepteur vers le noyau du neurone puis altération du
génome, étape initiale d'une synthése protéique. Par la suite, des résultats
obtenus sur différents types cellulaires ont suggéré que les stéroides pouvaient
également’agir au niveau membranaire (BAULIEU, 1978). En utilisant des stéroides
acides appliqués par iontophorése, nous montrons que ceé substances provoquent
des modifications d'activité unitaire de neurones septo-préoptiques. Ces effets
surviennent aprés une courte latence, suggérant un effet membranaire. Cependant,
ces stéroides acides ne sont pas conventionnels. Pour appliéuer des stéroides
naturels non ionisables au voisinage de neurones, nous avons utilisé la technique
d'éjection par pression & partir de micropipettes multiples de notre fabrication.
Nous montrons pour la premiére fois que des stéroides naturels, dans des condi-
tions in vivo, peuvent déclencher des effets électriques rapides sur des neurones
de l'aire septo-préoptique. La nature et la rapidité des effets observés suggérent
que l'action des stéroides implique un phénoméne membranaire. Ainsi la neuromodu-
lation par ces substances peut s'exercer aussi bien au niveau du noyau du neurone

qu'au niveau de sa membrane.

Des résultats récents obtenus dans le laboratoire du
Professeur BAULIEU donnent une nouvelle dimension a la neurorégulation par les
stéroides dans le cerveau. Ces résultats montrent qu'un stéroide, le sulfate de
déhydroépiandrostérone est synthétisé dans le cerveau et représente donc un
"neurostéroide" (CORPECHOT et coll., 1981). Nous avons testé, en collaboration
avec P. POULAIN, le sulfate de déhydroépiandrostérone sur des neurones septo-
préoptiques. Les résultats préliminaires montrent que ce "neurostéroide", appli-

qué par iontophorése, modifie l'excitabilité membranaire des neurones testés.
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