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AVANT-PROPOS 

11 est aujourd'hui bien établi que 1 a communication i nterneuronique au 
sein du système nerveux centra1 repose sur 1 'utilisation par l e  neurone d'une 

variété de messagers chimiques 1 ibérés à 1 ' interface synaptiques des circuits 
nerveux. 

Ces messagers chimiques peuvent ê tre  classés en deux grand groupes : des 
neurotransmetteurs qui sont en général des molécules de petite t a i l l e ,  e t  des 
peptides, comptant souvent plusieurs dizaines d 'acides aminés, qui sont 
considérés au moi ns comme des neuromodul ateurs . 

Un des aspects spect acul aires de 1 a neurob j 01 ogi e est 1 ' i sol ement , depui s 
1 es vingt dernières années, grâce aux techniques biochimiques e t  
i mrnunochimiques, d ' un nombre toujours croi ssant de neuropeptides, candidats 
potentiel s à 1 a transmission synaptique. 

L '  étude de 1 a di s t r i  b u t i o n  des neurones pept idergiques par 1 es techniques 
i mmunohi stochi miques a permi s de dresser de véritables cartographies qui 
défi ni ssent une neuroanatomie chimique du  système nerveux central. 

C'est dans ce cadre qu'entre le  travail q u i  sera présenté i c i .  





MATERIEL ET METHODES 

1 - SUJETS EXPERIMENTAUX ......................... ........................ 

A -Sexe e t  conditions d'ëlevage des animaux 
Le présent travai 1 a ëtë essenti el lement mené chez 1 e Cobaye e t  1 e Rat. 
Les animaux étudiés o n t  surtout été de jeunes adultes mâles normaux 

(Cobaye Tricolore de 400-600 g e t  Rat Long Evans de 200-250 g ) .  

Nous avons de plus examine le  SNC de deux Chats mâles adultes, de deux 

Lapins blanc New Zealand mâles adultes e t  de deux Souris blanches mâles 
adultes. 

Ces animaux o n t  ë të  soumis dans l'animalerie à u n  rythme d'éclairement de 

12H/12HY à une tempërature de 18"-20°C e t  o n t  eu l ibre accès à l a  nourriture e t  
à 1 a boisson. 

B - Traitement par 1 a colchi cine 

Exceptes t rois  Cobayes e t  trois Rats considérës comme animaux tëmoins, 

tous les sujets expérimentaux o n t  été t ra i tés  par l a  colchicine. Ce traitement 

initialement employé par BARRY e t  a l .  (1973 a e t  b ) ,  a pour effet d'enrichir l e  
corps cellulaire du  neurone en produit de sëcrëtion car i 1 dësorgani se l e  
cytosquelette e t  entraine u n  bloquage du f l u x  axonique. Cela conduit à u n  
renforcement de 1 ' immunorëactivitë du përicaryon, donc de sa vS sua1 i sation. 

48 heures avant son sacrifice, 1 'animal est  anesthésié au Nembutal (35 
mg/kg, Serval e t  l e  pelage est rasë au sommet de 1 a tê te .  Son crâne est ensuite 
placé en contention dans u n  appareil stërëotaxique. Les mouvements latéraux de 
1 a tête de 1 'animal sont interdits par 1 'introduction d'une barre horizontale 
f ixëe dans chacun des conduits audi t i f s  externes. Le pi votement 

i nterauriculaire est  ensuite aboli par 1 'ajustement e t  1 a fixation, derrière 

1 es incisives supërieures, d'une plaquette qui enserre 1 a to ta l i té  du museau de 

1 'animal. La peau d u  crâne est  alors i ncisëe e t  1 'os mis à n u  est rapidement 

dëgagë des tissus conjonctifs vascul ari sës adhërents par grattage à 1 ' aide d 'un 
coton-tige. L' incision étant maintenue ouverte, u n  pertui s est réal i së à 1 ' ai de 

d'une fraise de dentiste. Par cette ouverture une aiguille de seringue, 

sol idaire de 1 'apparei 1 stérëotaxique est  descendue dans l e  cerveau, e t  en 

fonction de coordonnées stërëotaxiques précises, introduite dans l e  ventricule 
1 atëral . Cette aigui 1 le,  rel i ëe à une pompe automatique, permet 1 ' injection 
d 'un volume donné d'une solution de colchicine dans du 1 iquide physiologique. 



Les quan t i  tés s u i v a n t e s  d e  c o l c h i c i n e  (Serva ,  Heide lberg ,  R.F.A. ) 

d i s s o u t e s  dans 50  u l  d e  l i q u i d e  phys io logique ,  o n t  été a d m i n i s t r é e s  aux 
animaux: 200 ug aux Cobayes, 100 ug aux Rats ,  30 ug aux S o u r i s  e t  1 mg aux 
Chats  e t  Lapins .  

A l a  f i n  de  l ' i n j e c t i o n ,  l ' a i g u i l l e  est  o t é e ,  l a  p l a i e  e s t  re fe rmée  à 

l ' a i d e  d ' a g r a f e s  a p r è s  a p p l i c a t i o n  d ' u n e  poudre a n t i s e p t i q u e  (Exosep top l ix ,  
Thérap l ix ,  P a r i s ) ,  e t  1 'animal est  a l l o n g é  dans  s a  cage où s o n t  d i s p o n i b l e s  . 
n o u r r i t u r e  e t  bo isson .  

C - Autres  t i s s u s  é t u d i é s  

Des hypophyses complètes  d e  Porc o n t  é t é  ob tenues  auprès  d ' un  a b a t t o i r  
1 o c a l .  

Mous avons d e  p l u s  examiné un hypothalamus humain provenant d e  l ' a u t o p s i e  
6H post-mortem d ' u n e  femme d e  78 ans  n ' a y a n t  p r é s e n t é  aucun symptôme 
neu ro log ique  ou p s y c h i a t r i q u e  du ran t  s a  v i e .  

Ces t i s s u s  o n t  é t é  f i x é  i n  t o t o  p a r  immersion dans du PAF p u i s  
c l  assiquement p répa ré s  pour 1 ' immunohi s toch imie .  

I I  - OBTENTION DES IMMUNSERUMS .............................. 
---A-------------------- 

La p l u p a r t  d e s  immunsérums ( 1 s )  que nous avons u t i  1 isés i c i  o n t  é t é  
p r o d u i t s  au l a b o r a t o i r e .  Cependant, c inq  d ' e n t r e  eux s o n t  dus à l a  g é n é r o s i t é  
d e s  Drs Margery C .  BEINFELD ( a n t i  1-1 1-H, a n t i  L-8-D e t  anti-D-10-Y), Ber t rand  
BLOCH ( a n t i  -CTPG) e t  J u l  i a M. POLAK ( a n t i  -GPON) . 

A - O r i g i n e  des  a n t i g è n e s  
Or ig ine ,  couplage  e t  molécule  po r t euse  de  chaque a n t i g è n e  ayan t  permis 1 a 

product ion  d e s  d i f f é r e n t s  IS  s o n t  r é c a p i t u l é s  dans  l e  Tableau 1 .  

B - Couplage d e s  a n t i g è n e s  

Afin d 'augmenter  1 ' immunogénicité d e  1 ' a n t i g ë n e  syn thé t ique ,  c e l u i  -ci est 
coup lé  à une p r o t é i  ne po r t euse ,  généra l  ement une sérumal bumi ne ou une 
g l o b u l i n e ,  pa r  1 ' i n t e r m é d i a i r e  d ' un  agen t  coup lan t ,  généralement  l e  

g l u t a r a l d é h y d e  (VANCE e t  a l . ,  1 9 6 8 ) ( v o i r  Tableau 1 ) .  
A t i t r e  d 'exemple,  nous d é t a i l l o n s  c i -des sous  l e  processus  d e  couplage  

u t i l i s e  pour p r é p a r e r  1 'immunogène CCK-8ns-thyroglobuline bovine. 
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I n s t i t u t e  

Tab leau  1 : CARACTERISTIQUES DES IMMUNSERUMS UTILISES 

Couplage P o r t e u r  Références 1 
1 TGB 

1 ENGELHARDT e t  al., 1982 I 
~ l u t a  1 HSA 1 STUDLER, 1985 I 

1 

l 

STUDLER e t  a l . ,  1984 

1 BSA 

l 

G l u t a  
1 

G l u t a  

G l u t a  

1 ALLARD e t  BEINFELD, 1985b I 
1 BEINFELD, 1985b 

I 

I I I 

BSA 

BSA 

BSA 

CNP 

CNP 

CNP 

G l u t a  

G l u t a  1 HSA 1 T R A R U e t a l . ,  1983 I 

G l u t a  

HSA CNP 

HSA 

G l u t a  

BB 

G l u t a  

G l u t a  DUBOIS, 1972 

G l u t a  TRAHU e t  a l . ,  1982 

CNP 

G l u t a  

G l u t a  1 HsA 1 TRAHU e t  a l . .  1983 1 

BS A 

8s A 

HSA 

CNP 

BLOCH e t  a l . ,  1986 

CIOFI e t  a l . ,  1987 

BS A 

G l u t a  1 TGB 1 TRAHU e t  a l . ,  1977 I 

ALEN e t  a l . ,  1983 

GLUBEKIAN e t  al . ,  1985 

G l u t a  
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P r é p a r a t i o n  d e  1 ' immunog_ène C C K - 8 N S - t h y ~ ~ ~ l o b u l  i n e  : -- ------------------ -------------- .......................................... 
- 10 mg d e  t hy rog lobu l ine  bovine s o n t  d i s s o u s  dans  1 ,5  ml de tampon 

phosphate  0,1 M pH 7 , 2  (cf .  Note 1 ) , 
- 5 mg d e  CCK-8ns s o n t  d i s s o u s  dans  1 ml d e  sérum phys io logique ,  
- l e s  deux s o l u t i o n s  s o n t  mélangées e t  sous  a g i t a t i o n  c o n s t a n t e  on y 
a j o u t e  g o u t t e  à g o u t t e  1  ml d 'une  s o l u t i o n  d e  g lu t a r a ldéhyde  0,02M d a n s  
1 e tampon phosphate.  L ' a g i t a t i o n  es t  maintenue t r o i s  heu re s  à l a  
t empéra tu re  du 1 a b o r a t o i r e ,  
- l e  g lu t a r a ldéhyde  es t  i n h i b é  pa r  a d d i t i o n  d e  0 , 7 5  mg d e  Na2S205 dans  
0 , 5  ml d e  tampon, 
- 1 'ensemble e s t  d i a l y s é  pendant 48 H c o n t r e  une s o l u t i o n  à 0 , 9  p. 100 d e  
c  hl o r u r e  d e  sodium, 

- l e  volume du d i a l y s a t  est  a j u s t é  à 5 ml e t  r é p a r t i  en 10  doses  d e  500 
u l  qui  s e r o n t  conservées  à - 20°C j u s q u ' à  u t i l i s a t i o n .  

C - Pro toco le  d ' immunisat ion 

Nous déc r ivons  i c i  1 e p r o t o c o l e  d '  immuni s a t i o n  employé au 1 a b o r a t o i r e  

1 pour 1  a  product ion  d e s  1s. 

1 La s o l u t i o n  an t igén ique  e s t  émulsionnée avec un volume éga l  d ' a d j u v a n t  d e  

1 Freund e t  a d m i n i s t r é e  à un 1 ap in .  

1 L '  imrnuni s a t i o n  a  é t é  r é a l i s é e  conformément à 1 a  méthode p a r  i n j e c t i o n s  

( m u l t i p l e s  de  VAITUKAITIS e t  a l .  ( 1971) ,  don t  l e  p r o t o c o l e  e s t  d é t a i l l é  c i -  
1 a p r è s .  

1 )  Premier j o u r  
L '  animal r e ç o i t  une dose  émulsionnée, s o i t  un volume d e  1 m l  r é p a r t i  en 

/ une q u a r a n t a i n e  d '  i n j e c t i o n s  i ntradermiques.  

L '  animal r e ç o i t  d e  p l u s  une dose  d e  1 ml d e  vacc in  an t icoquelucheux  
(PERTHYDRAL, I n s t i t u t  P a s t e u r )  a f i n  d e  p o t e n t i a l i s e r  s a  réponse  immuni t a i r e .  

2 )  Rappels 
- 1 5  j o u r s  a p r è s ,  1  e 1 ap in  r e ç o i t  en r a p p e l ,  une dose  ému1 s ionnée  i s o i  t 

lm1 ) en i n j e c t i o n s  i n t r ade rmiques  mu1 t i p l e s .  
- 3 semaines a p r è s  ce premier  r a p p e l ,  une a u t r e  dose  émulsionnée es t  

admi ni  strée dans  1 es mêmes c o n d i t i o n s .  

- 3 semaines a p r è s  ce deuxième rappe l  une a u t r e  dose  e s t  i n j e c t é e ,  
t o u j o u r s  dans  l e s  mêmes c o n d i t i o n s .  

- 1 mois a p r è s  c e  t r o i s i è m e  r a p p e l ,  p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e ,  une dose non 
l 



ému 1 si onnée est i njectée dans 1 a veine margi na1 e de 1 ' orei 11 e. 
- les 5éme e t  7éme jours suivant cette injection intraveineuse, 1 'animal 

est  saigné à 1 'oreil le.  30 ml de sang sont prélevés à chacune des saignées. 

3) Reprise des rappels 

Après u n  repos d'un mois, l e  lapin reçoit une dose émulsionnée 

administrée en injections intradermiques multiples. Un mois après cette série 

d'injections, une dose n o n  émulsionnée est injectée par voie veineuse e t  

1 'animal est  saigné comme précédemment cinq e t  sept jours après ce dernier 
r appe 1 . 

Les rappels sont repris de l a  même façon après des périodes de repos plus 
ou moins longues. 

D - Conservation des immunsérums 

Les IS sont stockés à - 20°C par petites quantités additionnées d'un 

volume égal de glycérine pure afin q u ' à  cette température les  mélanges restent 
1 iquides e t  puissent être pipetés sans décongélation lors de leur emploi. 

Certains lots sont aussi lyophylisés en ampoules de verre qui sont 
scellées après 1 'opération. 

I I I  - SPECIFICITE DES IMMUNSERUMS ................................ ............................. 

1 La détection i mmunohi stochimique d ' une substance peut donner 1 i eu à 

1 1 'apparition d'artefacts de deux nature : des artéfacts de nature 

) physicochimique (extraction ou diffusion de 1 'antigène t i  ssulaire, adsorption 
( des anticorps ou du marqueur) e t  des artéfacts de nature immunologique q u i  

impliquent 1 a reconnaissance de 1 'antigène par 1 ' immunoglobuline spécifique. 

Les tes ts  de spécificité des IS qui o n t  été effectués font intervenir des 
réactions i mmunohi stochimiques témoins - qui sont comparées aux réactions 

spécifiques - e t  radioirnmunologiques (voir au IV, C ) .  

IV - METHODES IMMUNOHISTOCHIMIQUES ......................... .......................... 

l Dans 1 a mesure ou 1 'antigène est immobilisé in s i tu ,  sa détection sur 

1 coupe hi stol ogique sera effectuée en plusieurs étapes. 



A - La préparation des tissus 

1 )  Fixation 

a - perfusion 

Le fixateur ut i l isé  est  l e  "picric acid formaldéhyde" ( P A F )  de 
STEFANINI e t  a l .  (1967) (cf.  Note 2 )  injecté par perfusion. 

L' animal est anesthésié est  placé en décubitus dorsal . La cage 

thoracique est  ouverte, l e  coeur, dégagé du péricarde, est  mis à n u .  Une petite 
incision est  pratiquée à 1 a pointe du ventricule gauche. Le coeur ainsi ouvert 

reçoit une canule qui est  enfoncée profondément, de façon à ce que son bec 

débouche dans 1 a 1 umière aortique. L i  orei 11 e t te  droite est coupée pour 
permettre 1 ' évacuation du sang. 

* ------ -------- remarGg : pour éviter l a  présence d'éléments figurés du sang dans 

les  vaisseaux irrigant l e  cerveau, l e  système circulatoire de 
1 'animal est 1 avé par 100 ml de liquide physiologique perfusés avant 
passage de fixateur. 
300 ml de PAF sont ensui te injectés à vitesse 1 ente ( 1  5 mn)  . 

b - dissection du cerveau 
Une fois 1 a perfusion termi née, 1 ' animal est décapité e t  1 e cerveau 

est  soigneusement di sséqué, hypophyse attenante. Deux sections transversal es, 
effectuées à main levée, éliminent bu1 bes olfactifs e t  lobes frontaux, alors 

que l e  tronc cérébral est sectionné en avant  du cervelet. De plus, une section 

parasagi t t a l e  est réalisée du  côté n'ayant pas reçu 1 a colchicine. Les surfaces 
résultant de ces sections faciliteront la pénétration du  fixateur. 

c - post-fixation e t  lavage des tissus 
Le cerveau est ensuite post-fixé 1 H par immersion dans du PAF, puis 

lavé pendant 24H dans plusieurs bains de tampon de Coons (cf .  note 3) à 20 p 

100 de saccharose. 

2 )  Inclusion 

L'enrobage est réalisé par immersion des pièces dans du Ti ssue-Tek ( M i  les 
Laboratori es, Napervil le, Il 1 inois) contenu dans une petite boite confectionnée 
par pliage d'une feuil le d'aluminium Albal. 

3) Congélation 
L' ensemble est plongé dans du méthyl-2-butane refroidi par 1 ' azote 



liquide. Les blocs congelés sont conservés au congélateur à - 80°C dans des 
boîtes de f i  lms photographiques. 

4)  Coupe e t  conservation des coupes 
La coupe est  effectuée au cryostat. Pour ce faire,  l e  bloc congelé est  

démoulé e t  fixé sur l a  platine porte-objet du cryostat. 

Des coupes de 1 2  um sont recueillies et  collées sur des lames traitées a 
1 a gélatine alun de chrome (cf .  Note 4 ) .  

En général, les blocs de cerveau donnent 1 ieu à 1 a récupération 

systématique de coupes adjacentes sériées qui sont recueillies sur des lames 
réparties en 10 séries. De cette façon on obtient sur chaque lame une image 

tous les 120 um, qui peut être comparée à une coupe adjacente sur une série 
voi si ne. 

Une ou plusieurs séries de 1 ames sont traitées le  jour de l a  coupe, les 
autres étant conservées embal lées dans du papier d 'al umini um au congé1 ateur à - 
80°C. 

Il  est ainsi possible de disposer de nombreux échantillons d'un même 

animal, d o n t  l e  séjour à basse température sauvegarde l a  majeure partie de 
1 ' immunoréactivi té pendant plusieurs moi S.  

Ce procédé avantageux permet d'effectuer des contrôles e t  de comparer des 
immunoréactivités différentes sur des coupes adjacentes, réguliërement espacées 
e t  disponibles en grand nombre. 

B - Réactions immunohi stochimiques 

C '  est 1 a méthode indirecte qui a été employée dans ce travail (COONS, 
1978) (voir Fig. 1 ) .  

Q F i g .  1 : R é a c t i o n  immunoh is toch im ique  - 
i n d i r e c t e .  

1g.L. i m m u n o g l o b u l i n e  d e  L a p i n  s p é c i -  

f i q u e  de 1 ' a n t i g è n e  t i s s u l a i r e  (Ag) .  

Ig.MAL, i m m u n o g l o b u l i n e  marquée d e  Mou- 

t o n  a n t i - i m m u n o g l o b u l i n e  de L a p i n .  



El le s'effectue en deux étapes. L' IS spécifique de 1 'antigène recherché a 
é té  produit au laboratoire chez l e  Lapin. Le sérum ut i l isé  comme révélateur a 
é té  produit chez l e  Mouton par immunisation contre les immunoglobulines de 
Lapi n ( Ig L I .  Ce second sérum couplé au marqueur (1 ' i sothi ocyanate de 
f 1 uorescéi ne ou 1 a péroxydase de Raifort) est commerci al i sé par 1 ' Institut 
Pasteur (Paris) et  par BIOSYS (Compiègne). 

L' uti 1i sation de méthodes de visualisation du s i t e  de 1 iaison antigène- 

anticorps réputées plus sensibles, comme l e  complexe PAP ou l e  complexe 
Avidine-Biotine, n'ont pas, entre nos mains, dépassé en qualité e t  finesse les 

marquages obtenus par 1 'utilisation simple d' un seul et  unique anticorps marqué 
en deuxième e t  dernière étape. 

1 )  Application du sérum spécifique 

Les IS o n t  été appliqués à l a  dilution de 1/400 pendant 1 2  H ou dilués au 
1/50 pendant 1 H à l a  température du laboratoire. Les dilutions des IS sont 
réalisées dans l e  tampon de Coons pH 7 , 2 ,  e t  contenant 0-1  p .  100 de la  

protéine porteuse du peptide-antigène (HSA ou thyroglobul ine) e t  0,25 p .  100 de 
TRITON X-100. 

L'incubation des coupes se f a i t  en atmosphère saturée en eau afin 
d 'éviter toute évaporation. 

Lorsque l'on veut comparer des réactions entre elles, des coupes 

adjacentes convenablement essorées sont recouvertes une à une par des dilutions 
d '  IS différents. 

2 )  Application d u  sérum marqué 
L' incubation des coupes avec l e  sérum marqué est réalisée en des temps 

courts. 
Deux sérums différents o n t  été uti l isés.  

a - sérum marqué à 1 ' i sothi ocyanate de f l  uorescéi ne ( ITCF) 

11 est  appliqué après 1 'incubation par 1 ' IS spécifique qui est suivie 

d'un rinçage dans l e  tampon de Coons (10 mn)  . Le sérum d'immunoglobulines de 

Mouton anti -Lapi n ( IgMAL) marquées par 1 ' i sothiocyanate de fluorescéine 

l ( Institut Pasteur) est appliqué à 1 a di lution de 1/40 dans du tampon de coons, 

Les coupes sont ensuite rincées dans l e  même tampon, e t  sont montées 

I 
dans u n  milieu glycériné (glycérol pur 9 vol ./tampon 1 vol. ) .  Ce montage peut 

l être  précédé d'une contre coloration des coupes au bleu Evans en solution à 
l 

11'1 0 000 dans 1 e tampon de Coons ( 1 mn ) . Les 1 ames sont examinées au microscope 



équipé en f 1 uorescence par réfl exi on. 

b - sérum marqué à l a  péroxydase.de Raifort 

Ce sérum marqué est  constitué de fractions Fab'2 d'immunoglobul i nes 

de Mouton-anti -Lapin couplées à 1 a péroxydase (BIOSYS, Compiègne). 

Durant toute cette dernière étape, 1 es di 1 utions des anticorps 

marqués ainsi que les différents rinçages des lames avant  e t  après incubation 

sont effectués dans du tampon de Coons à 0,05 p.100 de Triton X-100 sans 

adjonction d'azide de sodium. Cet antifongique provoque en effet une baisse 

considérable du  marquage péroxydasique vraisemblablement due à une destruction 

progressi ve de 1 'activité de 1 ' enzyme. 

11 est appliqué à 1 a dilution de 1/100 dans du tampon de Coons à 

0,05 p.100 de TRITON X-100 sans azide, pendant 50 mn à 4°C pour plus de 

précautions. 

Les coupes sont ensuite rincées une fois  dans l e  même tampon e t  une 

fois  dans l'eau disti l lée.  

L'activité péroxydasique est  ensuite révélée. Trois chromogènes 

différents sont employés : 1 a 3,3' -diaminobenzidine tétra-HC1 (Sigma, S t  Loui s ,  

MO, U .  S.A. ) , l e  4-chloro-1-naphthol (Sigma), ou 1 a 3-amino-9-éthylcarbazole 

(Sigma), donnan t  respectivement, u n  préci pi t é  brun, b l e u  profond ou rouge vif .  

Le substrat es t  11H202 

* - utilisation de la  3,3'-diaminobenzidine tétra-HC1 ( D A B )  selon l a  

technique de GRAHAM e t  KARNOVSKY ( 1 966) : 

50 mg de DAB sont dissous dans 100 ml de tampon TRIS 0, lM, pH 7 ,6  e t  

additionnées de 0,003 p .  100 dtH202. 

Cette solution est  appliquée sur les coupes pendant une minute 

environ. L' activité péroxydasique donne naissance à u n  préci pi té dont 

1 'apparition sur 1 a coupe est  contrôlée au microscope. La révëlation es t  

stoppée par imnersion des lames dans  1 'eau dis t i l lée .  Les préparations sont 

alors déshydratées e t  montées avec une 1 amel l e  dans 1 'Euki tt ( K I N D E R ,  R .F .A .  1. 

* - utilisation d u  4-chloro-1 naphtol (NAKANE,  1968) 

40 mg de 4-chloro-1-naphtol sont dissous dans 0,5 ml de N , N -  

diméthylformamide (Merck, Darmstadt, R.F.A. ) 100 ml de tampon TRIS 0,1 M 

pH 7,6 (cf Note 5 ) ,  sont ajoutés, e t  l e  précipité floconneux qui se forme es t  

éliminé par f i l t ra t ion.  Le f i l t r a t  est  ut i l isé  après addition de 250 ul d1H202 

à 110 volumes (ou  30%) soit  une concentration finale en H202 de 0,075 p.100. Un 

préci pi t é  bleu-violet apparai t en quelques minutes. Celui -ci étant soluble dans 



l e  toluène e t  l e  benzène, l e  montage de l a  préparation se f a i t  avec une lamelle 

dans 1 a glycérine diluée (glycérol p u r  9 vol ./tampon de Coons 1 vol . . 

* uti 1 i sation de 1 a 3-amino-9-éthylcarbazole (BOORSMA, 1984) 
40 mg de 3-amino-9-éthylcarbazole sont dissous dans 0,5 ml de N , N -  

diméthylformamide. 100 ml de tampon acétate de sodium 0,05 M pH 5 (cf.  Note 6) 
sont ajoutés e t  l e  t o u t  est f i l t r é .  Le procédé de révélation est  ensuite 

l identique à celui ut i l isé  pour l e  4-chloro-l-naphtol . 

3) Utilisation de deux chromogènes différents pour 1 a visualisation 

simultanée de deux antigènes sur une même coupe (BOORSMA, 1984) 
Cette méthode est  utilisable quand les deux antigènes o n t  une 

1 ocal isation différente. 

Nous avons entre autres ëtudié ici  l a  distribution des fibres nerveuses 

NPY-immunoréactives e t  des péricaryons à POMC dans l e  noyau arqué 

4 )  Intensification argentique du  prêci pi t é  de 1 a DAB 

Certains neuropeptides sont abondants dans l e  SNC car i 1 s sont contenus 

1 

/ en quantités importantes dans u n  peti t  nombre de neurones. D'autres par ce 

hypothalamique. 
La première réaction immunohi stochimique qui vi sua1 i sera 1 es fibres 

nerveuses doit ê t re  révélée en bleu par le  4-chloro-1 naphtol. La seconde 
réaction qui visualisera les péricaryons est révélée en rouge par la 3-amino- 

9-éthylcarbazole. Cette seconde réaction doit cependant ê tre  effectuée en des 
temps courts ( 2  H )  afin d'éviter u n  affaiblissement du  premier marquage. 

L'éventualité de réactions croisées entre l'anticorps marqué de l a  première 

étape e t  1 'anticorps spécifique de l a  seconde étape ne peut conduire qu'au 
renforcement de 1 a coloration bleue (qui deviendra violette) du  premier 

marquage ce qui ne gène en rien l'interprétation des images. Ceci est surtout 

vrai quand 1 ' anticorps marqué est une immunoglobuline entière. L' avantage de 

1 ' uti 1 i sation dans cette séquence de 1 a 3-amino-9-éthyl carbazol e p l u t ô t  que de 
1 a DAB réside dans l e  f a i t  que l e  précipité de DAB peut être très foncé e t  
diff i ci 1 ement di s t i  ngabl e du préci pi t é  de 4-ch1 oro-1 -naphtol . D' autre part, 1 e 
préci pi t é  de DAB dénature 1 ' immunogénici té  à ses si tes de dépôts ce q u i  y 

i nterdi t 1 'éventuel l e  démonstration de 1 a colocali sation de deux antigènes dans 
u n  double marquage successif après élution des anticorps (voir au IV, B, 5 ) .  

qu ' i l s  sont contenus en faible quantitë dans u n  grand nombre de neurones. Cela 

semble être  l e  cas de l a  CCK dont l a  détection immunocytochimique conduit ' souvent à des marquages faibles. Cette pauvre vi sua1 i sation des structures 



i mmunoréacti ves, qu i  peut b ien entendu avo i r  d  'aut res  causes encore, rend 

d i f f i c i l e  1  'é tab l  i ssement de cartographies complètes. Les marquages l e s  p l  us 

sensibles on t  é té  obtenus avec l e  4-chloro-1-naphtol.  Cependant, sa s o l u b i l i t é  

dans l e  to luène ne permet pas 1  a  déshydratat ion des coupes e t  l e u r  conservation 

prolongée, comme ce la  es t  possib le avec des coupes t r a i t é e s  à 1  a  DAB qu i  e s t  

t o u t e f o i s  moins sensible. 

C 'es t  pourquoi d i f f é r e n t e s  techniques d ' i n t e n s i f i c a t i o n  des p réc ip i t és  

colorés on t  é t é  mises au po in t .  Nous avons u t i l i s é  i c i  l a  technique 

d  ' i n t e n s i f i c a t i o n  argentique du p réc i  p i  t é  de DAB proposée par GALLYAS e t  a l  . 
(1982). 

a  - Pr inc ipe 

Des pa r t i cu l es  microscopiques d 'argent se déposent sur l e s  t i s sus  e t  

sont rendues p lus  volumineuses (mieux v i s i b l e s )  à 1  ' a i de  d 'un  révé la teur  

physique v is -à -v is  duquel e l l e s  agissent comme des foyers  réact ionnels .  

C 'es t  un procédé physicochimique reproduc t ib le  qui  permet un bon 

con t rô l e  de 1  ' i n t e n s i t é  de l a  co lo ra t ion .  

Le p rodu i t  de polymérisat ion de 1  a  3,3' - d i  ami nobenzidi ne t e t r a  HC1 

cata lyse l a  r éac t i on  en t re  l e s  ions d 'argent (apportés par AgN03) e t  un agent 

réducteur ( 1  e  f ormaldéhyde) . 
La co lo ra t i on  du fond de coupe e s t  é l iminée par suppression de 

1  ' a c t i v i t é  ca ta l y t i que  du t i s s u  (argyrophi 1  i e )  par e s t é r i f i c a t i o n  (ac i de  

t h i  oglycol  ique) ou par oxydation (acide perch lor ique) ,  ce qu i  n ' e l  imine pas 1  e  

pouvoir  catalyseur du polymère de DAB. 

La product ion de pa r t i cu l es  d 'a rgen t  par l e  t i s s u  lui-même es t  é v i t ë e  

par un pH a l c a l i n  optimum (pH 10,3) assuré par l e  carbonate de sodium (Nap 

1 La format ion de p réc i  p i  tés  inso lub les d  ' hydroxyde d  ' argent ou de 

carbonate d 'argent  e s t  empêchée par l e  n i t r a t e  d'ammonium (NH4 NO3). 

Un développement t r o p  rap ide de l a  co lo ra t i on  e s t  é v i t é  par  1  ' ac i de  

tungstos i  1  i c i que  qu i  r a l e n t i t  1  a  réduct ion des ions d 'argent .  

b  - Réa l i sa t ion  

Après ré l éva t i on  c l  assique à 1  a  DAB 

1") T r a i t e r  l e s  coupes : 
1 
I * pendant 4  H par  une so lu t i on  composée de : 
l Acide t h i  og lyco l  ique (=  mercaptoacétique, HSCH2C02H) concentré 20 m l  

HC1 concentré (37 p  100) 5 m l  



H20 di s t i  1 lée 75 ml 

* ou toute l a  nuit par une solution d'acide perchlorique (HC104) à 

20p. 100. 

l 2') Trois bains d1H20 dis t i l lée  de 20 mn chacun sous agitation. 

3') Un bain dans u n  révélateur physique jusqu'à 1 'obtention de l a  te inte  
désirée (contrôle au microscope). 

Le révélateur physique est composé de deux solutions ( A  e t  B) stockables 

à température ambi ante (solution B à 1 'obscurité), pendant plusieurs moi S .  

Ce1 les-ci sont mél angées de façon équivol umique immédi atement avant  1 'emploi e t  

1 e mél ange est agi t é  vigoureusement. 
* solution A : 

- Carbonate de sodium anhydre (Na2C03) 50 g 
- H20 d is t i l lée  1 000 ml 

* solution B : dissoudre dans 1 'ordre ci-dessous, dans 1 000 m l  d1H20 
di s t i  1 lées, 

- Ni t rate  d ' ammonium ( NH4N03 ) 2,o  9 

- Ni trate d ' argent (Ag NO3) 2 ,o  9 
- Acide tungstosilicique sec ( H 4  (Si(W3010)4 , nH20) 10,O g 

- Formaldéhyde à 37 p. 100 5 ml 

4") arrêter l a  réaction par t rois  bains d'acide acétique à 1 p.100 de 10 
1 mn chacun. 

I Si 1 a teinte obtenue est  jugée trop faible, i 1 est toujours possible de 

1 replonger les 1 ames dans l e  révélateur physique. La réaction redémarre. 

5 )  Réactions i mmnohi stochimiques successives avec él ution des anticoprs 
(TRAMU e t  al ., 1978) 

La mise en évidence de plusieurs antigènes différents dans une même 

( structure par des réactions immnohi stochimiques successives uti 1 isant des 

1 anticorps spécifiques produits dans 1 a même espèce donne 1 ieu à des réactions 

1 croi sées entre 1 es différentes immunoglobulines spécifiques e t  marquées ( F i  g .  

1 2 )  qui rendent impossible 1 ' interprétation des marquages. 

1 11 s 'agi t  donc d'éliminer, entre chacun des marquages successifs, à 1 a 

1 fois  l e  précipité coloré e t  l e  complexe immnologique précédemment formé. 



F i g  2 : Comportement des i m m u n o g l o b u l i n e s  e n  cas de doub le  r é a c t i o n  sans é l u t i o n .  - 
L a  f l è c h e  i n d i q u e  l a  l i a i s o n  q u i  r e p r é s e n t e  l a  p r i n c i p a l e  s o u r c e  d ' e r r e u r .  

L a  f l é c h e  en p o i n t i l l é  i n d i q u e  une l i a i s o n  moins  p r o b a b l e .  

R é v é l a t i o n  

Peroxydase 
r é v é l é e  p a r  
c h l o r o n a p h t o l  

Pe rox  y dase 
r é v é l é e  p a r  
D AB 

l e r  temps 

1g.Lap in  

a - principe 

Le premier antigène (Agl) es t  révélé et  l e  marquage est photographi 6. 

2éme temps 

1g.Mouton 

Les coupes sont ensuites décolorées e t  subissent l e  traitement d'élution des 

REACTION 1 Ag.xl a n t i - 1 g . L a p i n  

1g .Lap in  I g  .Mo u t  on 

REACTION 2 4 Ag.x2 
a n t i - x  

I 2  

anticorps fixés. Une seconde réaction immunohi stochimique est  ensuite effectuée 

qui révélera l e  second antigène (892). Ce nouveau marquage est photographié e t  
comparé au premier. 

b - réalisation 

- Ag1 révélé par la  méthode indirecte et  l e  4-chloro-1-naphtol 
donnant  u n  précipité bleu, 

- montage des 1 amel les à 1 a glycérine, 
- microphotographi es, 
- démontage des 1 amell es, 

- 1 ames plongées dans de 1 ' eau contenant 10 p. 100 d' acétone, pui s 

passage dans 1 'acétone pure (ces traitements éliminent totalement 
l e  précipité bleu), 

- les  coupes ramenées dans l'eau sont ensuite plongées sous légère 
agitation pendant 1 mn dans l e  mélange composé de 1 volume de KMn04 

à 2,5  p.100, 1 volume de H2S04 à 5 p .  100, e t  u n  nombre vari able de 

volumes d'H20 di s t i  llée, ce dernier dépendant de 1 ' affinité de 

1 'anticorps pour 1 'Ag1 (ce traitement élue t o u s  les anticorps de 1 a 
coupe 1. 

* à t i t r e  d'exemples, voici les concentrations du mélange 
permanganate-sulf urique suffi santes pour rompre 1 a fixation des 
différents anticorps sur l a  coupe : 

. anticorps de 1 ' IS 1518 ou 86 : (KMn04 + H2S04)=(ltl) vol ./H20=400 vol. 
I . anticorps de 1'1s 81 ( 1 t 1 )  vol ./200 vo l .  
1 



. anticorps de 1 ' IS 20 

. anticorps de 1 ' IS 1 2  

(1+1)  vol . / l  O0 vol. 
(1+1)  vol./ 80 vol. 

- l a  légère teinte brune est  éliminée par u n  bain rapide dans l e  
l 
, 
1 

métabisulfite de Sodium à 0,5 p.100, 
l 

- 1 es 1 ames sont amenées dans 1 'eau puis dans 1 e tampon e t  prêtes I 

pour 1 a deuxième réaction, l 
- 1 'Ag 2 révélé par 1 a méthode indirecte e t  1 ' u n  des deux chromogènes 

( D A B  ou ch1 oronaphtol ) . 

Remarque : La révélation de l a  péroxydase dans l a  première réaction doit 

impérativement se faire avec le chloronaphtol. En effet ,  s i  l e  

préci pi t é  bleu est f aci 1 ement soluble dans 1 es solvants 1 

organiques, celui que donne 1 a DAB ne 1 'est  pas. 

c - Contrôle de 1 'efficacité de 1 'élution 

Afin de savoir si tous les anticorps o n t  bien été élués, les coupes ayant 

subi l e  traitement sont soumi ses à une réaction immunohi stochimique complète où l 

I 
1 'immunsérum spécifique est  remplacé par u n  sérum de Lapin non-immun. Ce 1 

I 
protocole est  l e  seul qui permette de savoir à l a  fois ,  si des s i tes  non l 

spécifiques d'absorption sont apparus, e t  si 1 'anticorps marqué est  réel lement l l 
éliminé. 

C - Spécificité de 1 a réaction immunohi stochimique 

I l  s 'agi t  de vérifier l a  spêcificité des réactions : Ag-IgL e t  (Ag-1gL)- 
1 gM AL.  

Pour ce faire ,  des tes ts  immunohi stologi ques et  radioimmunol ogiques sont 
effectués. 

1 ) Les tests  immunohi stologiques 
I l s  permettent de savoir s i  l a  réaction obtenue sur l a  coupe est due ou 

non à l a  détection de 1 'antigène recherché. 1 
l 

Chaque étape de 1 a réaction immunohi stochimique est éprouvée. 

a - Spécificité de 1 'immunsérum de 1 a première étape : 

El le  est  testée en effectuant une réaction immunohi stochimique 
classique où l a  dilution d' IS uti l isée en première étape est  remplacée par une 



dilution de ce même IS absorbé par 1 'antigène homologue ou par divers antigènes 

hétérologues. 

Cette absorption en phase 1 iquide de 1 ' immunsérum spécifique est  

réalisée de l a  façon suivante : 

- plusieurs dilutions identiques et  de même volume de  1'1s spécifique 

sont absorbées pendant au moins 1 2  H par des concentrations croissantes de 

1 ' antigène synthétique homologue ou hétérologue. 

- chacunes d'entre elles servent à incuber des coupes adjacentes qui 

subissent ensui te  une réaction immunohi stochimique c l  assique. Le marquage est  

ou n'est pas éteint. 

A t i t r e  d'exemple, nous détaillons ci-après le  protocole des 

absorptions homologues e t  hétérologues des immunsérums 81 e t  1 2  : 

- les IS 81 (anti-hGHRF 1-44 N H 2 )  e t  1 2  (anti-NPY) o n t  chacun été 

absorbés par du  hpGHRF1-44NH2 ( P m  = 5.040,40 g ) ,  par du rGHRF1-430H ( P m  = 

5.232,63 g )  ou par du pNPY ( P m  =-4.254,21 g ) ,  ajoutés en dix doses de 0 ,5  ug à 

1 5 mg/ml de sérum pur. 

- on dispose donc ainsi pour chaque IS, de t rois  fois dix di lutions 

i dentiques contenant du  hGHRF 1~98.1 oe3 à 7,94.1 o - ~ M ,  ou du rGHRF 1,91.10 -3 à 

9 , 5 5 . 1 0 - ~ ~ ,  ou du pNPY 2,35.10'~ à 11,75 .10-~~.  

- utilisées sur coupes adjacentes de cerveau de Rat dans une réaction 

i mnunohi stochi mique par ai 1 leurs cl assique, el les nous o n t  permi s de constater 

que : 

* 1 e marquage de 1 ' IS 81 : l 

. est aboli par une concentration du hGHRF1-44 NH2 comprise entre 1 
1 

3,26 e t  7,72.10-~#. l . est aboli par une concentration de rGHRF1-430H comprise entre I 

2,95  e t  5 ,90 .10-~~ .  

n'est pas affecté par du pNPY 2 ,35 .10-~~ .  
1 

1 

* l e  marquage de 1 '1s 1 2  : 

. est  aboli par une concentration de pNPY comprise entre 5,90 e t  l I 

1 1 ,BO. 1 o - ~ M .  1 
. n'est affecté ni par du hGHRF1-44NH2 1 , 9 8 . 1 0 ' ~ ~  ni par du 

rGHRF1-430H 1 , 9 1 . 1 0 - ~ ~ .  1 
Ces résultats témoignent donc de  l a  spécificité des marquages 

imrnunohi stochimiques obtenus sur coupe grâce aux IS 81 e t  12. 1 
I 

L '  extinction du marquage de 1 ' IS 81 produite par 1 e rGHRF1-430H nous 

1 permet de plus de conclure que les IgG spécifiques de 1 ' IS 81 sont dirigés 

1 contre des épitopes communs au hGHRF1-44 NH2 e t  au rGHRF1-430H. En d'autres 



termes, e l les  reconnaissent une ou plusieurs séquences identiques dans les 
molécules d'origine humaine e t  murine. 

Des expérimentations similaires o n t  é té  effectuées avec les IS 15/8, 

86, 81 e t  12 sur des coupes de cerveau en utilisant les antigènes synthétiques 

suivants : CCK-8 e t  CCK-8ns, hG171, hGHRF1-44 N H 2 ,  pNPY e t  Neurotensine 
humai ne. Les résultats de ses absorptions démontrent que 1 es différents 

antisérums ne reconnaissent que l e  peptide synthétique homologue ou fortement 

apparenté. Les marquages 15/8 e t  86 sont tous deux ab01 i s par l e  CCK-8, 1 e 
CCK-8NS e t  1 a hG17 1, comme le  1 aisse prévoir 1 a t rès  forte homologie 
structurale touchant 1 a portion C-termi nale de ces molécules. 

D '  autre part, 1 'éventualité théorique de 1 a reconnai ssance par 1 e 

sérum du Lapin d'une autre catégorie d'antigènes tissulaires ou de son 

absorption aspécifique sur 1 a coupe est  testée en remplaçant 1 ' IS par du sérum 
de 1 apin non-immun, ou mieux, par l e  sérum pré-immun du 1 apin producteur. La 
poursui te  de 1 a réaction ne doit donner 1 i eu à aucun marquage. 

b - Spécificitë du composé marqué 
El l e  est  éprouvée par 1 'incubation directe des coupes (sans 

application préalable de 1 ' IS spécifique) par 1 a d i  lution classiquement 
employée d ' Ig MAL. Aucune i mmunoréacti vi t é  ne doit être détectée. 

c - Spécificité de 1 a réaction enzymatique 

L' exi stence t rès  i mprobabl e d ' une activité péroxydasique endogène est  
testée en effectuant 1 a réaction immunohi stochimique complète en remplaçant 1 es 
dilutions des sérums spécifiques e t  marqués par l e  tampon de dilution. La 
révél a t  i on es t  fa i te  en respectant 1 es conditions cl assiques. L' examen 
microscopique des t i  ssus ne doit pas révéler 1 'apparition de préci pi t é  coloré. 
Le cas échéant, certains auteurs préconisent 1 e traitement préal able des coupes 

1 par une forte dilution dtH202 avant  l a  réaction imrmnohistochimique (0 ,5  p .  100 

1 pendant 2 H)  . 

1 2 ) Les tests  radioimmunologiques 
1 

Certaines des colocalisation entre peptides que nous avons observé ic i  
nous o n t  conduits à préciser dans u n  système radioimmunologique l a  spécificité 
de certains de nos IS. 

Les caractéri stiques imrmnologiques des IS anti -CCK-8 o n t  été rapportées 
par J.M. STUDLER en 1985 e t  sont reproduites ic i  dans l e  Tableau No 2 .  

Les caractéristiques immunologiques de 1 'IS 81 sont décrites dans l e  



Tableau N o  3. Les r é s u l t a t s  des t e s t s  montrent que 1 ' IS  81 ne reconnait ni l e  

pNPY n i  l a  somatostatine (1-28).  Les fragments 1-29NH2 e t  30-44NH2 du hGHRF 

déplacent 1 a rad ioac t iv i té  f ixée  à des concentrations él evées uniquement, mais 

avec une pente plus f a i b l e  que l e  hGHRF 1-44NH2. Les coef f ic ien ts  de réact ions 

croisées  à 50% de 1 ia ison ont é t é  calculés en concentration mol a i r e  e t  sont de 

0,02% pour l e  hGHRF 1-25NH2 e t  de  0,07% pour l e  hGHRF 30-44NH2. 

L' IS anti-NPY ( IS 12) ne reconnai t pas 1 e hGHRF 1-44NH2. 

Tableau 2 : Réactivités croisées  des d i f fé rents  peptides apparentés à 1 a CCK par 

rapport au CCK-8 synthétique vi s-à-vi s des IS 15/8 e t  86. 

NT, non t e s t é  

non para l lè le ,  courbe de di lut ion non para1 l è l e  à c e l l e  du CCK-8, l e  

calcul des coef f ic ien ts  de réaction croisée e s t  impossible. 

AS 86 

100% 

1 32% 

8% 

NT 

600% 

Peptides 

CCK-8 

C CK- 8n s 

C CK- 4 

CCK-33 

hGH171 

De pl us, aucune réaction croisée n ' a  é t é  observée avec 1 es peptides 

suivants,  t e s t é s  à des concentrations a l lan t  jusqu'à I O - ~ M  = secré t ine ,  glucagon, 

Leu- e t  Met-enképhal ine,  - e t  8-endorphi ne, FMRF- amide, somatoitati ne, 

AS 15/8 

1 00% 

233% 

non para1 lè l  e 

11% 

204% 

( substance P ,  (1-24) ACTH, (17-39) ACTH, e t  -MSH. 
1 

l Réfêrences : STUDLER e t  a l  . , 1984; STUDLER, 1985. 
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Tableau 3 : Déplacement du hGHRF 1-44NH2 marqué (hGHRF 1-44NH2*) f i x é  à 1 ' 1 s  81 

p a r  l e  hGHRF 1-44NH2, ses fragments N - t  (hGHRF 1-29NH2) e t  C - t  

I 
(hGHRF 30-44NH2, 1 e NPY p o r c i n  (pNPY) e t  1 a somatostat ine (SOM 1 - 
28) non marqués. 

B, r a d i o a c t i v i t é  1 i é e  aux a n t i c o r p s  en présence d '  hormone f r o i d e .  

Bo, r a d i o a c t i  v i t 6  1 i é e  aux a n t i c o r p s  en 1 'absence d '  hormone f r o i d e .  



NOTES 

Note 1 

Tameon-~hoseSate-!,1M~~~H-Z~2 
..... ..... H20 d i s t i  1 l é e . .  : .IO0 ml 

............ Na2HP04 anhydre l ,07  g 

.............. NaH2P04, 2H20 0.39 g 

Note 2 

Préparation du PAF --- -------------- 

- 20 g de paraformaldéhyde sont  dissous dans 150 ml d ' a c i d e  picrique s a t u r é  

(on procède à 60°C e t  en mi 1 i eu basique par adjonction de NaOH 1 N) . 
- l e  mélange obtenu e s t  compléte à 1 l i t r e  par du tampon phosphate ( 1 )  

0,lM pH 7,4,  ce qui porte l a  concentrat ion f i n a l e  de paraformaldéhyde 

à 2%. 

Note 3 

Tampon de Coons d i l ué  ---  ----------------- 

- 5 l i t r e s  d'eau d i s t i l l é e  

- véronal sodique 20,6 !3 

- NaCl 85 !3 

- H C L  normal 80,6 ml 

La solut ion e s t  d i l uée  de moit ié au moment de 1 'emploi. 

Note 4 

Obtention des lames gé la t inées  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ---------  

Les 1 ames soigneusement nettoyées e t  placées en paniers à colora t ion,  sont  

plongées dans l ' e a u  puis égouttées sans é t r e  séchées. Les paniers sont  

immergés quelques secondes dans une solut ion préparée à environ 60°C con- 

tenant  pour 100 ml d ' e au ,  0,05 g d 'a lun de chrome e t  0 ,5  g de g é l a t i n e .  

Les lames égouttées e t  séchées à l ' é t u v e  peuvent ê t r e  conservées à - 20°C. 



Note 5 

Composit ion _ _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ - _ _ _ _ _  du tampon _ _ _ _ _ _ _ - _  T R I S  0,1M, _ _  _ pH _ _ _  7,6 _ 
- T R I S  (hydroxyméthyl  ) ami nométhane 12 g 
- HC1 normal 83 m l  

- 1 l i t r e  d 'eau d i s t i l l é e  



PREMIERE PARTIE 

Imrnunohistochirnie de l a  c h o l e c y s t o k i n i n e  dans l e  système nerveux 

c e n t r a l  du Cobaye 



INTRODUCTION 



INTRODUCTION 

Hi storique 

La cholécystoki ni ne-pancréozymi ne ( C C K -  PZ)  est  une hormone polypepti di que 
de 1 ' axe gastroentéropancréatique, qui présente de façon combinée 1 es 
propriétés qui o n t  été attribuées à deux substances initialement considérées 
comme différentes. La première est  1 a cholecystoki nine ( C C K )  , isolée 1 

originellement de 1 a muqueuse duodénale de porc par IVY e t  OLBERG en 1928. La 
l 

C C K  a g i t  principalement sur 1 a contraction de l a  vésicule bil iaire (OKADA e t  l 

a l . ,  1914 ; IVY, 1928 ; IVY e t  OLBERG, 1928). La seconde est  la pancréozymine, i 
d o n t  l 'action sur la  sécrétion enzymatique pancréatique fut  démontrée par ~ 
HARPER e t  RAPER en 1943. 

Ce n'est qu'en 1968 que MUTT e t  JORPES identifièrent chimiquement 1 a 
CCK-PZ comme u n  peptide de 33 acides aminés (CCK-33) dont  i 1s donnèrent 
partiel lement 1 a structure, e t  auquel i l s  reconnurent à 1 a fois 1 'activité de 

1 a cholécystoki nine e t  celle de 1 a pancréozymine (voir bibliographie dans MUTT, 
1979) .  

11 apparut alors que 1 a CCK-PZ ( o u  plus simplement CCK)  partage l e  même 
pentapeptide carboxyterminal ( C - t )  avec 1 a gastrine, 1 a caeruléine e t  1 a 
phyllocaeruléine (voir bibliographie dans REHFELD, 1981a). 

Or, plusieurs équipes démontrèrent que cette portion C - t  joue u n  rôle 
essentiel dans 1 ' activité biologique aussi bien de la CCK (ONDETTI e t  a l . ,  
1970; REHFELD e t  a l . ,  1980) que de 1 a gastri ne (TRACY e t  GREGORY, 1964 ; AMER, 

1969), ce qui suggère, comme le  proposent LARSSON e t  REHFELD ( 1  977) ,  une 
évolution de ces deux hormones à partir d'un ancêtre molécul aire commun 
apparenté à 1 a caeruléine (voir bibliographie dans DOCKRAY, 1979 ; VIGNA, 1985; 
V I G N A  e t  a l . ,  1986). Enfin, ces deux peptides existent sous une forme sulfatée 
e t  non sulfatée, cette dernière étant moins active (CHOWDURY e t  a l . ,  1976 ; 
voir bibliographie dans REHFELD, 1981b). 

Bien que 1 'homologie structurale touchant CCK e t  gastrine limite l a  

préci sion des méthodes immunochimiques, ce sont el 1 es qui permirent 1 a 
détection de peptides apparentées à ces hormones dans le  système nerveux I centrai ( S N C ) .  



C '  e s t  a i n s i  qu 'en 1975 VANDERHAEGHEN e t  a l .  s igna lè ren t  au s e i n  du SNC de 

Vertébrés (dont  l'Homme) l a  présence d'une p r o t é i n e  réag issan t  avec des 

a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l a  gas t r ine ,  e t  dont  l a  substance g r i s e  du c o r t e x  

cé réb ra l  e s t  t r è s  r i c h e .  

Une année p l u s  ta rd ,  l ' e m p l o i  de s i x  ant i-sérums d i f f é r e n t s  dans l e  

dosage radioimmunologique d ' e x t r a i t s  de cerveau de p l u s i e u r s  Vertébrés, p e r m i t  

à DOCKRAY ( 1  976) d '  i d e n t i f i e r  ce pep t ide  comme apparenté à 1 a cho lécys tok i  n i  ne, 

essent ie l lement  représentée pa r  son oc topept ide  C - t  s u l f a t é  ou CCK-8 (DOCKRAY 

e t  a l  ., 1978 ; ROBBERECHT e t  a l  ., 1978). 

La CCK r e j o i n t  a i n s i ,  e n t r e  autres, l a substance P, 1 a somatostatine, 1 e 

po lypep t ide  i n t e s t i n a l  v a s o a c t i f  (VIP) e t  l a  neurotensine dans l e  groupe des 

pept ides  n e u r o d i g e s t i f s  é tayant  1 e concept de ce1 1 u l  e APUD ( v o i r  b i  b l  i og raph i  e 

dans PEARSE e t  TAKOR TAKOR, 1979). 

Paral lè lement ,  un (ou des) pept ide  ( s )  apparenté ( s )  à l a  "CCK-gastrine" 

f u r e n t  détectés dans de nombreuses espèces d ' I nve r téb rés  (ENGELHARDT e t  a l . ,  

1982 ; v o i r  b i b l i o g r a p h i e  dans DHAINAUT-COURTOIS e t  a l . ,  1985 ; ANORIES e t  a l . ,  

1985) . 
D ' a u t r e  p a r t ,  l a  p roduct ion  d ' a n t i c o r p s  d i r i g é s  con t re  l a  p a r t i e  C - t  de 

1 a CCK-33 po rc ine  (REHFELD, 1978a) pe rm i t  de montrer 1 a présence de 1 a molécule 

complète de 33 acides aminés (AA) a i n s i  que d 'un  ou p l u s i e u r s  de ses fragments 

i mmunoréacti fs chez p l u s i e u r s  Vertébrés (VANDERHAEGHEN e t  al . ,  1975 , DOCKRAY, 

1976 e t  1978 ; LARSSON e t  REHFELD, 1977 ; MULLER e t  a l . ,  1977 ; REHFELD, 1978b 

; HOLMQUIST e t  al . ,  1979 ; EMSON e t  a l . ,  1982 ; BEINFELD e t  al . ,  1983 ; v o i r  

b i  b l  iograph i  e dans BEINFELD, 1983 ; ADRIAN e t  a l  . , 1985 ; BACCARESE-HAMILTON e t  

a l . ,  1985 ; GOLDMAN e t  al . ,  1985 ; REINER e t  BEINFELD, 1985). 

D i f f é ren ts  1 abora to i res  démontrèrent aussi  1 ' e x i  stence d ' u n  p e p t i d e  

apparenté à 1 a g a s t r i n e  dans i 'encéphale, de Mammifère ( v o i r  b i b l i o g r a p h i e  dans 

REHFELD e t  a l  ., 1984 ; DOCKRAY e t  al . ,  1985 ; WILLIAMS e t  al . ,  1986), mais dont  

1 a d i s t r i b u t i o n  e s t  r e s t r e i n t e  a l o r s  que 1 a CCK semble 1 argement d i s t r i b u é e .  

Les d i f f é r e n t s  systèmes de dosage radioimmunologique s 'accordent  t o u s  à 

d é f i n i r  l a  CCK comme un des pept ides l e s  p l u s  abondants du SNC. Dans l e  cerveau 

de Mammifère, c e  sont  1 es s t r u c t u r e s  t é 1  encéphal iques ( c o r t e x  f r o n t a l  e t  

p a r i é t a l )  e t  l imb iques (hypothalamus) qu i  en sont  l e s  p l u s  r i c h e s  

(VANDERHAEGHEN e t  a l . ,  1975 ; SIMON-ASSMAN e t  al . ,  1983). Au s e i n  du SNC, 1 a 

CCK se r é p a r t i t  donc en un g rad ien t  ros t rocauda l .  



La CCK neurotransmetteur 

L' étude de 1 a biochimie de 1 a CCK révèle une remarquable hétérogénéité 
molécul aire. 

Dans l e  génome, 1 e gène codant pour 1 a CCK existe en une copie unique 
transcrite identiquement, dans l e  SNC e t  l e  TD, en u n  ARNm d'environ 850 
nucléotides. Celui-ci est traduit en u n  précurseur polypeptidique ou pré-pro- 
C C K  de 1 14-1 15 AA, d o n t  l e  métabolisme post-traductionnel peut conduire à 1 a 
1 i bération de plusieurs formes molécul aires de longueur vari able portant ou non 

l a  séquence biologiquement active Trp-Met-Asp-Phe-NH2 à leur extrémité C -  

terminale (GUBLER e t  a l . ,  1984 ; DESCHENES e t  a l . ,  1985a e t  b ; FRIEDMAN e t  

al ., 1985 ; TAKAHASHI e t  a l  ., 1985 ; LUND e t  a l  ., 1986). 

Conformément aux s i tes  de coupure présomptifs de la  pré-pro-CCK, 
reprësentés par des singlets ou doublets de résidus basiques, ainsi qu'en 

accord avec les données de chromatographie analytique, ces formes moléculaires 

o n t  58, 39, 33, 25, 18, 12 ,  8, 7 ,  5 ou 4 AA (MUTT e t  JORPES, 1971 ; REHFELD, 

1978b, 1980 e t  1985 ; ENG e t  al . ,  1982 e t  1983 ; EYSSELEIN e t  a l . ,  1982 e t  
1984 ; JANSEN e t  LAMERS, 1983 ; TATEMOTO e t  a l . ,  1984 ; REEVE e t  a l . ,  1986 ; 
REHFELD e t  HANSEN, 1986). 

Les grandes formes molécul aires (CCK-58, CCK-39 e t  CCK-33) auraient une 

activité faible et  une durée de vie 1 ongue (ONDETTI, 1970 ; WALSH, 1975) .  

Les petites formes ( C C K - 1 2 ,  CCK-8 e t  C C K - 4 )  seraient trois à quatre fo i s  

plus actives que leurs homologues longue-chaîne (REHFELD e t  al. ,  1980). 
Grandes e t  petites C C K  seraient accompagnées dans 1 a cellule par les  

fragments N - t  e t  C - t  résultant du clivage de l a  préproCCK à leur libération 
( R Y D E R  e t  a l . ,  1981 ; ENG e t  a l . ,  1982 e t  1983 ; BEINFELD, 1985a e t  b ; LLOYD 

e t  BEINFELD, 1985 ; REHFELD e t  HANSEN, 1986 ; VARRO e t  DOCKRAY, 1986). 

La plus grande partie de la CCK neurale est sous l a  forme de CCK-8 (voir 
bi bl iographi e dans BERESFORD e t  al . , 1986), supposée intervenir dans des 
événements synaptiques comme un neuromodulateur ou u n  neurotransmetteur. 

La présence de CCK (ou  d'un peptide immunoréactif qui lui es t  apparenté) 
à 1 ' intérieur des neurones fu t  démontrée pour 1 a première fois par STRAUS e t  
a l . ,  (1  977) à 1 ' aide de techniques immunohi stochimiques. Ces travaux furent 

conf irmés par de nombreux auteurs (INNIS e t  a l . ,  1979 ; LOREN e t  a l . ,  1979a ; 
VANDERHAEGHEN e t  al . , 1 980a e t  1 985) e t  1 es données neuromcrphol ogi ques q u  ' i 1 s 
obtinrent corroborèrent 1 es estimations radi oi mmunol ogi ques menées 
para1 lèl ement . 



Cette CCK neurale est endogène (SIEGEL e t  YOUNG, 1985) : les régions 

cortical es et  subcorti cales effectuent une synthèse active de CCK i ntacte q u i  

est  ensuite clivée en ses fragments les plus abondants (CCK-8 e t  C C K - 4 )  

(GOLTERMAN e t  al . ,  1980 a et  b ; GOLTERMAN, 1985) . 
Le métabolisme post-traductionnel conduisant aux différentes CCK fut  

examiné par plusieurs auteurs qui mirent en évidence dans le  cortex cérébral 

diverses activités enzymatiques (non  dues à l a  trypsine endogène) convertissant 

l a  CCK-33 en C C K - 1 2  e t  en CCK-8, sans toutefois recéler de spécificité 
hormonale s t r ic te  (STRAUS et a l . ,  1978 ; MALESCI e t  a l . ,  1980 ; RYDER e t  a l . ,  

1980). La 1 ocal i sation intracellulaire de ces enzymes n'est  pas définitivement 

établ i e (STENGAARD- PEDERSEN e t  al . , 1 984) . 
Cependant, 1 ' étude immunohi stochi mique de fractions synaptosomal es 

d 'homogénats de tissu cortical de rat ,  réalisée par PINGET e t  al .  ( 1  978) permit 
1 a localisation de CCK dans les vésicules des terminaisons nerveuses. Ces mêmes 
auteurs i ndui si rent 1 ' exocytose calci um-dépendante de 1 a CCK vési cul aire par 1 e 
potassi um ( PINGET e t  al . ,  1979). Pl us tard, i 1 f u t  démontré que 1 e matéri el 
immunoréactif excrété est en majeure partie constitué de CCK-8 ( D O D D  e t  al ., 
1980 ; EMSON e t  al ., 1980). 

Synthétisée de novo, 1 a CCK neurale (principalement les CCK-8 et  C C K - 4 )  

s ' accumule dans les vésicules synaptosomales, qui, convenablement stimulées en 
réalisent 1 a cessi on (GOLTERMAN e t  al . ,  1981). 

Par ai 1 leurs, des expérimentations menées chez di vers animaux 
conduisirent à 1 ' identification de si tes  de 1 iai son neuroniques spécifiques des 

CCK,  différents des s i tes  de liaison pancréatiques, e t  d o n t  1 a distribution 
concorde avec 1 es données morpho1 ogiques de 1 ' immunohi stochimi e (voir 

bi bl.iographi e dans GAUDREAU e t  al . ,  1983). Le plus puissant 1 igand de ces 
récepteurs présomptifs est 1 'octopeptide C - t  sulfaté (STEIGERWALT e t  WILLIAMS, 
1 984) . 

Plusieurs travaux montrèrent que des fragments membranaires de neurones 

sont capables de dégrader la CCK (DODD e t  a l  ., 1980 ; DESCHODT-LANCKMAN e t  a l . ,  
1983) . Cette facul t é  exercée par 1 es membranes synaptiques démontre 1 'exi stence 
d'un mécanisme enzymatique de dégradation rapide de la  CCK après exocytose 

(DESCHODT-LANCKMAN e t  al . , 1 984 ; DESCHODT-LANCKMAN , 1 985 ; STEARDO e t  al . , 
1985 ; ZUZEL e t  a l . ,  1985 ; DURIEUX e t  a l . ,  1986). 

Appliquée iontophorétiquement, 1 a CCK exogène est  capable de modifier 
1 'activité électrique de neurones, e t  mime donc 1 'effet  d 'un  neurotransmetteur 
(voir bibliographie dans KELLY e t  BROOKS, 1984). 

De plus, l a  mise en evidence de la  coexistence, dans u n  même neurone, de 

CCK avec un  neurotransmetteur vrai (HOKFELT e t  a l . ,  1980a e t  b ; HENDRY e t  a l . ,  



1984; SOMOGYI e t  a l . ,  1984 ; STUDLER e t  a l . ,  1984 ; KOSAKA e t  a l . ,  1985 ; 
LOOPUIJT e t  VAN D E R  KOOY, 1985), ou de CCK avec u n  peptide (VANDERHAEGHEN e t  
a l . ,  1981a ; SKIRBOLL e t  a l . ,  1982 ; MARTIN e t  a l . ,  1983 ; SUGIMOTO e t  a l . ,  
1985; CIOFI et  TRAMU, 1986a, b e t  c ; MEZEY e t  al ., 1986 ; GALL e t  al . ,  1987 ; 
JU e t  a l . ,  19871, suggère l'intervention de cette molécule dans l a  modulation 
de 1 ' action des neuromédiateurs (SKIRBOLL e t  al . ,  1981 ; HOMMER e t  a l . ,  1986 ; 
LANE e t  a l . ,  1986 ; YAKSH e t  a l . ,  1987). 

Parallèlement, 1 a CCK présente u n  certain nombre de propriétés 
physiologiques e t  neuropharmacol ogiques. Des injections centrales de CCK 

modifient, par exemple, les schémas classiques de prise alimentaire ainsi que 
diverses attitudes comportementales (voir bibliographie dans MORLEY 1982, dans 

FINKELSTEIN e t  a l . ,  1984 e t  dans ZADINA e t  a l . ,  1986). 
D'autre part, l a  CCK est capable de moduler les sécrétions 

antéhypophysaires, in vitro comme in v ivo  (voir bibliographie dans MORLEY, 1982 

e t  dans MARLEY e t  a l . ,  1984a), et  est contenue dans des systèmes neuroniques 

hypophysiotropes qui certainement la libèrent dans le  sang porte ( A N H U T  e t  a l . ,  
1983 ; MEZEY e t  a l . ,  1986). 

La grande quantité de CCK présente dans l e  cortex cérébral (VANDERHAEGHEN 

e t  a l  ., 19751, sa synthèse à partir de précurseurs (ENG e t  a l . ,  1982) dans l e  
t issu nerveux (GOLTERMAN e t  al . ,  1980a), e t  plus précisément dans des neurones 
(STRAUS e t  al . ,  1977) où el le  est concentrée dans des vésicules (PINGET e t  a1 . , 
1978 ; GOLTERMAN e t  al . , 1981 ) , sa 1 i bération par exocytose après stimul a t i o n  
adéquate (PINGET e t  a l . ,  1979), sa capacité d' interaction spécifique avec des 
récepteurs neuroniques (SAIT0 e t  a l  . , 19801, ses activités 

électrophysiologiques (OOMURA e t  al . ,  1978), e t  enfin, l 'existenced'un 
mécani sme local d ' inactivation après sa cessi on (DESCHODT-LANCKMAN et al . , 
1983), sont autant d'observations qui plaident en faveur du rôle synaptique de 

1 a CCK neurale. 

Toutefois, malgré une connaissance croi ssante de son métabol i sme, de sa 

distribution e t  de ses influences locales dans l e  SNC, les fonctions de 1 a CCK 

neurale ne sont pas établies. De par l a  variété des mécanismes dans lesquels i l  

es t  impliqué, ce neuropeptide peut ê tre  considéré comme u n  neurotransmetteur ou 
au moins comme u n  neuromodul ateur. 

De nombreuses études i mmunohi stochi miques o n t  bien documenté 1 a 
distribution de 1 a CCK dans le  SNC (VANDERHAEGHEN,  1985). Cependant, ce1 les-ci 

furent essentiel 1 ement menées chez 1 e Rat,  seule espèce pour 1 aquel 1 e une 
central (SNC). 



L' étude immunohistochimique comparative de la  distribution de l a  CCK dans 1 
l e  SNC de diverses espèces f a i t  pourtant apparaître des différences 1 
i nterspécifiques frappantes (REHFELD e t  al . ,  1984 ; CIOFI e t  TRAMU, 1985 e t  

1986a ; SUGIMOTO et  a l . ,  1985 ; WAHLE e t  ALBUS, 1985 ; MICELI e t  al . ,  1987 ; 
voir aussi MANTYH e t  MANTYH, . 1985). Nous pensons que leur recensement e t  
1 'analyse de 1 eur signification sont des étapes fructueuses e t  indispensables à 

1 'élucidation des rôles de l a  CCK neurale. 

La première partie d u  présent mémoire propose une cartographie de la  
distribution des neurones "CCKergiques" dans l e  diencéphale et  les régions 

adjacentes du SNC du  Cobaye tricolore (Cavia porcel lus L .  ) .  Cet animal, 1 
quoiqu'étant u n  modèle souvent uti l isé,  demeure peu étudié à cet égard. Comme 

1 nous l e  montrons i c i ,  cette espèce s'écarte en plusieurs points des 1 
1 descriptions fai tes  chez 1 e Rat,  et  c 'es t  à 1 ' u n  de ceux-ci que nous consacrons 1 

1 1 a seconde partie de notre exposé. 



RESULTATS 



RESULTATS 

La portion du  SNC que nous avons examinée s'étend de 1 ' a i r e  

septopréopt ique au fai  sceau habénul oi nterpédoncul aire. El 1 e comprend donc 1 e 
diencéphale e t  les structures télencéphaliques qui lui sont adjacentes: le  
cortex, 1 'amygdale, les ganglions de l a  base, l e  septum, l e  complexe 
hypothal amo-hypophysaire e t  1 e thal amus. C' est dans cet ordre que nous 
décrirons l a  distribution de 1 'IR-CCK dans le  SNC du Cobaye, sans toutefois 
nous intéresser aux formations hi pocampiques déjà bien étudiées par ai 1 leurs 
( K O H L E R  e t  CHAN-PALAY, 1982 ; GALL,  1984). 

NOMENCLATURE ANATOMIQUE 1 - .................... ....................... 

Nos observations concernant la  distribution des structures CCK-1 o n t  été 
rapportées schématiquement sur des dessins t i rés  de 1 'a t las  du  SNC du Cobaye 

que nous avons établi au laboratoire. En ce qui concerne les structures 

télencéphaliques e t  septopréoptiques, notre terminologie effectue u n  compromis 

entre les appelations données par G. PAXINOS e t  C .  WATSON ( 1  982) chez le Rat e t  
par T.N.  JOHNSON ( 1  957) e t  P .  POULAIN (1974) chez l e  Cobaye. Les subdivisions 

nucléaires d u  complexes amygdalien sont celles rapportées par E. HALL e t  F.A. 

GENESER-JENSEN ( 1  971) chez l e  Cobaye. Pour 1 'hypothalamus, nous avons uti 1 i sé 

1 es travaux de T. J.  LUPARELLO e t  a l .  ( 1  964) e t  ceux de P. POULAIN ( 1  974) chez 

1 e Cobaye. Pour 1 'organi sation anatomique du thal amus, nous nous sommes référés 
aux descriptions de G. PAXINOS e t  C .  WATSON (1  982) chez l e  Rat e t  à ce1 les de 

A. HESS (1  955) e t  J. S. TINDALL ( 1  965) chez l e  Cobaye. 

Les marquages obtenus concernent les  structures nerveuses. Dans le  
neurone, 1 ' IR-CCK est  surtout observée dans 1 'axone e t  l e  corps ce1 iulaire,  
alors que 1 ' apparei 1 dendritique demeure 1 e plus souvent immunonégatif. Dans 1 e 
corps cellulaire, l e  marquage apparait finement granulaire e t  diffus, réparti 
dans 1 ' ensemble du cytoplasme. La zone nucléaire est  toujours non marquée. 

Chez l'animal normal, l'IR-CCK est  détectée dans de nombreuses fibres e t  
terminai sons nerveuses di s t r i  buées dans 1 ' ensemble du  SNC. Quelques péri caryons 

faiblement marqués sont aussi observés dans 1 es régi ons tel  encéphal iques 



(cortex, amygdale). La vi sua1 isation du pl  us grand nombre des neurones 
producteurs de matériel CCK-1 nécessite l'emploi du  traitement par l a  
colchicine. Ce dernier n'altëre en rien la  distribution des prolongements 

nerveux immunorêactifs observés chez 1 'animal normal e t  permet de plus, de 
mettre en évidence de nombreux corps cellulaires dans le  diencéphale, e t  de 
renforcer l e  marquage des neurones corticaux. 

Nos descriptions f o n t  1 a somme d'observations effectuées chez des animaux 
t rai tés  e t  non t ra i tés .  

D'une façon générale, bien que les structures marquées soient abondantes 

dans le  SNC, leur imrnunoréactivité anti-CCK est  souvent modérée. Leur bonne 
visualisation nécessite 1 'emploi de techniques d' intensification du marquage 

i mmunocytochi mique. 

Les deux immunsérums dirigés contre l'octopeptide C - t  de l a  CCK qui ont 

é té  uti 1 i sés ici donnent 1 es mêmes marquages dans 1 'ensemble du SNC excepté 
dans l e  noyau arqué hypothalamique. Dans cette région, 1'1s 86 (anti-CCK-8 
sulfaté) ne marque pas de corps cellulaires. L' IS 15/8 (anti-CCK-8 non sulfaté) 
y vi sua1 i se une vaste popul  a t  ion neuronique. Des différences de marquage entre 

1 es IS 86 e t  15/8 ai 1 leurs dans 1 e système 1 imbique concernent des fibres 
nerveuses qui représentent probablement les projections de ce système, comme 
nous 1 e discuterons dans 1 a seconde partie de ce travail.  

111 - AIRES CORTICALES ---------------- 

Le cortex est  riche en structures immunoréactives. Celles-ci sont plus 

abondantes dans les aires temporales e t  striées (Pl . I b  e t  c ) ,  e t  dans le cortex 
rétrosplénial en général, que dans les régions les plus frontales f P l  . I a ) .  

Les fibres e t  terminaisons nerveuses à IR-CCK sont préférentiellement 

distribuées dans les couches 11-1 II e t  VI. Superficiel lement, ces fibres sont 

orientées en tous sens. Des arrangements apparemnent périsomatiques d'éléments 

punctiformes marqués y sont fréquemment observês (Pl . ic  et  f )  . Dans 1 es couches 
IV e t  V ,  1 a densité en prolongements nerveux immunoréactifs est plus faible.  

On y rencontre toutefois des axones cheminant perpendiculairement à 1 a surface 

corticale, souvent dans toute l'épaisseur d'une couche. Dans l a  couche VI, l a  
majorité des fibres variqueuses marquées présente une orientation para1 lèl e au 
corps calleux, dans lequel des tronçons d'axones CCK-1 sont visibles. Des 
fibres i ntra-cal losal es marquées sont constamment observées dans 1 e ci ngul um. 
Dans ses radiations, e t  sur toute 1 'étendue rostrocaudale du cortex, 
d 'abondants prolongements nerveux t rès  variqueux e t  de gros calibre se 



distribuent en éventail dans l e  cortex pariétal e t  cingul aire (Al-9). 

De nombreux péricaryons CCK-1 sont présents dans l e  néocortex. Ces 

cellules sont absentes de l a  couche 1. Il s ' ag i t  de neurones bipolaires e t  
multipolaires dans les couches II-III, e t  en majorité de cellules multipolaires 

dans les autres couches (Pl . I b ,  d e t  e ) .  Quelquefois, les arborisations 
dendritiques des neurones multipolaires peuvent ê tre  suivies sur de courtes 
distances. L'orientation apparente de ces cellules varie, alors que les 
ce1 1 ules bi pol ai res s o n t  généralement orientées 1 eur grand axe perpendiculaire 

I à 1 a surface p i  ale du cortex. De t rès  rares neurones faiblement marqués 

d'aspect pyramidal o n t  été observés dans la  couche V du cortex pariétal. 

Le cl austrum présente une immunoréacti vi t é  sembl ab1 e à ce1 1 e des couches 

corticales profondes. Sa caractëri stique 1 a plus remarquable est 1 a présence de 
fibres variqueuses CCK-1 qu'il  est possible de suivre de la  capsule externe au 
neuropi le. Des passages de fibres marquées entre les couches profondes du 

cortex e t  1 e corps calleux sont bien visibles dorsalement dans le  t o i t  du 

/ claustrum. 

I Quelques rares corps cellulaires circulaires e t  modérément immunoréactifs 

/ sont présents dans l e  claustrum, essentiellement dans sa portion caudale (A7,8 

Le gyrus cingul aire présente de nombreuses fibres e t  terminai sons 
nerveuses immunoréacti ves dont  1 a distribution rappel le  ce qui est observé 
ailleurs dans l e  cortex. Des densités plus fortes de terminaisons marquées sont 

présentes dans 1 'induseum griseum. Comme l e  néocortex, l e  cortex cingulaire 
semble donner naissance à ( o u  recevoir de 1 a part du  cingulum) de grosses 
fibres nerveuses fortement immunopositives (Al-9). 

La densité en éléments immunoréactifs du cortex insulaire est  
i ntermédi aire entre ce1 le  du cortex pi riforme e t  ce1 le des aires néocorticales. 
Des groupes de péricaryons marqués sont localisés autour de 1 a fissure rhinale 
dans une régi on correspondant aux couches 11-1 II de 1 ' aire agranul aire 

insulaire postérieure décrite par KRETTEK e t  PRICE ( 1  977) chez l e  Rat. A cet 
endroit, 1 es corps ce1 1 ul aires i mmunoréacti f s sont accompagnés par de 
nombreuses formations sphéroïdes modérement marquées et  de tai  11 e inférieure à 

ce1 le  d'un péricaryon. Ce1 les-ci sont vrai semblablement 1 es di 1 atations 
proxi mal es d ' expansions neuroniques émi ses par des corps ce1 1 ul aires t rès  peu 

réactifs e t  donc non visualisés. D'avant en arrière, ces structures se 
retrouvent autour de 1 a fissure rhi nale, du niveau du septum à celui de 



1 'hypothalamus antérieur (Al-4) .  I 

Quoique par ailleurs semblable à ce1 le des aires néocorticales qui lui 
sont voisines, l a  distribution des structures immunoréactives dans le cortex 

suprarhi na1 est surtout remarquable par 1 a présence de t rajets  axoniques depui s 
1 e t o i t  calleux du claustrum vers les couches corticales superficiel les dans 

lesquelles sont observées des images suggérant des contacts CCK-1 axosomatiques 

sur des neurones négatifs ( P l  .Ic e t  f ) .  

Le cortex piriforme est  1 e lobe cortical possédant 1 ' IR-CCK 1 a pl us 
i ntense. Pauvre en éléments marqués, la couche plexiforme ne présente que 

quelques fibres variqueuses. Ce1 les-ci cheminent para1 lèl ement à 1 a surface 
piale e t  sont surtout concentrées dans la  lèvre ventrale de l a  fissure rhinale 
ainsi qu'au voisinage de 1 a fissure amygdal ienne (A7-9) .  A cet endroit, ces 1 
fibres CCK-1 semblent orientées vers les noyaux basaux de l'amygdale. Dans la i 

, couche pyramidale, 1 es fibres immunoréactives sont extrèmement abondantes e t  I 

l 
entremêlées. Cette di s t r i  buti on masque partiel 1 ement 1 ' arrangement 

1 

périsomatique de terminaisons marquées autour de corps cellulaires négatifs. De i 
te l les  images qui suggèrent des contacts axosomatiques sont aussi fréquentes 
dans 1 a couche polymorphe. Cependant cette dernière se caractéri se plutôt par I 

l a  présence de nombreux axones CCK-1 rassemblés en deux faisceaux horizontaux. 1 
Ceux-ci sont orientés, l e  premier en direction d u  noyau endopiriforme et de la  

couche pyramidale sous 1 a fissure rhi nale, e t  l e  second en direction des noyaux 
basaux de 1 'amygdale e t  de 1 a bordure amygdal ienne de 1 a couche pyramidale 

(A7,Ag) .  D'une façon générale, 1 'innervation CCK-1 du cortex olfactif primaire 
s ' intensifie vers 1 'arrière ( A l - 9 ) .  

Les corps cellulaires à IR-CCK observés dans l e  cortex piriforme sont 
souvent de grande t a i l  le. Rostralement, i 1 s sont localisés autour du tractus 

olfactif 1 atéral (Al-3), e t  caudalement, ces neurones d'aspects bipolaire ou 
mu1 tipolaire, se réparti ssent dans 1 'ensemble des couches pyramidale e t  

polymorphe, en restant toutefois absents de 1 a couche plexiforme (A4-9). 

Le noyau endopiriforme, q u a n t  à lu i ,  présente une densité moyenne de 

structures CCK- 1. Des fibres variqueuses marquées y sont observées courant 
parallèlement à la capsule externe sur toute son étendue dorsoventrale. La 

principale caractéristique du marquage anti-CCK-8 du  noyau endopyriforme est  l a  

présence de nombreuses terminai sons péri somatiques CCK-1 autour de corps 
ce1 lu1 aires non marqués (A6-8) . 



Dans 1 'aire amygdal ienne antérieure, seules de faibles concentrations de 
fibres e t  terminai sons nerveuses CCK-1 sont présentes (A2-4).  Pl us caudalement, 
une IR-CCK i ntense est observée dans 1 e noyau médian (A5-8). Dans toute son 
étendue, ce dernier montre une extraordinaire concentration de terminaisons e t  
fibres nerveuses immunoréacti ves rassemblées autour de corps ce1 lu1 aires non 
marqués ( P l  . I  Ia e t  b ) .  Une innervation CCK-1 apparemment peri somatique de 
neurones non marqués a été aussi observée dans l e  noyau cortical ( P l  .IIc e t  a ,  
e t  14-8), dans l a  partie parvicellulaire du noyau basal et  dans l a  partie 
ventrale du  noyau 1 atéral (A7-9) .  D l  autre part, de nombreux t ra je ts  axoniques 

o n t  été vi sualisés dans 1 e complexe amygdal ien, particul ièrement en périphérie 

d u  noyau basal, dans sa portion magnocellulaire, ainsi que dans l e  prolongement 

de 1 a capsule externe contre l e  noyau 1 atéroventral . Ces fibres variqueuses 
CCK-1 forment troi s f ai sceaux qui sont orientés, dorsalement e t  médi anement, en 

direction du noyau central e t  du bras ventral de la s t r i e  terminale (A6-7) ; 

ventralement, en direction de 1 'aire transitionnel 1 e cortico-amygdal ienne (A61 ; 

1 atéral ement, en direction du noyau endopyriforme (A7 1. D l  autres t ra je ts  
axoniques o n t  été visualisés dans le fond du noyau latéroventral (Ag) ,  e t  en 

bordure du putamen e t  de la  capsule interne dans la voie amygdalofuge ventrale 

(A6) .  

De nombreux corps cellulaires CCK-1 sont présents dans l'amygdale e t  sont 
distribués en groupes qui respectent ses subdivi sions nucléaires (Fi g.3 e t  4, 

A5-8). Ces corps cellulaires sont très immunoréactifs, de grande t a i l l e  et  
d 'aspect polymorphe dans 1 es noyaux 1 atéroventraux e t  basaux 
(magnocel lu1 aires) .  Les ce1 lules CCK-1 sont de plus petite ta i  1 le  partout 
ailleurs dans l'amygdale. Les noyaux latérodorsaux et  centraux ne présentent 
qu'un faible nombre de petits pérycaryons circulaires essentiel lement 
distribués dans leurs portions caudales (Fig.3 e t  4, A7-9). Des péricaryons 
monopol aires, bi pol aires ou de forme ci rcul aire, très marqués, sont 1 ocal i sés 
en périphérie du noyau médian e t  dans sa partie très riche en terminaisons 
i mmunoréacti ves ( P l  . I  Ia e t  b )  . Dans 1 e noyau cortical, 1 es neurones CCK-1 sont 
bipolaires, mu1 tipolaires ou circulaires ( P l  . I  Ic e t  d )  . I ls  y sont distribués 

en périphérie de l a  couche pyramidale bien innervée dans sa partie antérieure, 

puis caudalement y sont plus uniformément répartis (Fig.3, A5-8). 



F i g . 3  : DISTRIBUTION DES NEURONES CCK-1 DANS L'AMYGDALE. (Cobaye m â l e  c o l c h i c i n i s é ) .  - 
( a - i ) ,  d e s s i n s  à l a  chambre c l a i r e  de coupes  f r o n t a l e s  é p a i s s e s  de 12pm e t  r é g u l i è r e m e n t  

espzcées  t o u s  l e s  240 pm. a 

Chaque p o i n t  r e p r é s e n t e  u n  neu rone  CCK-1. 
L e s  p é r i c a r y o n s  marqués s o n t  abondan ts  dans  l e  n o y a u  l a t é r o - v e n t r a l  ( L v ) ,  b a s a l  ( C )  

e t  méd ian  ( M ) .  Le noyau  l a t é r o - d o r s a l  ( L d ) ,  l e  noyau c e n t r a l  (CE) e t  l e  noyau c o r t i c a l  (CO) 
s o n t  des a i r e s  p a u v r e s  e n  c o r p s  c e l l u l a i r e s  i m m u n c r é a c t i f s .  

A b r é v i a t i o n  u t i l i s é e  dans c e t t e  f i g u r e  un iquemen t  : CA3, Champ A3 d e  l a  c o r n e  d'Ammon. 



GANGLIONS D E  L A  BASE v -  ........................ ........................ 

Dans l e  noyau caudé rostral ,  seules quelques rares fibres e t  terminaisons 

nerveuses marquées sont détectées en bordure du  ventricule 1 atéral ( A l - 5 )  . 
C'est dans sa partie caudale que les plus fortes concentrations de 

structures CCK-1 sont présentes, notamment des corps ce1 1 u l  ai res polymorphes 

modérément marqués, bien qu'en faible nombre (Fi g.4, A6-8). 

F i g .  4 : DISTRIBUTION DE L t I R - C C K  DANS - - 
L E  STRIATUM (Cobaye m â l e  c o l c h i  c i n i s é )  

D e s s i n  à l a  chambre c l a i r e  d ' u n e  
coupe f r o n t a l e  d e  1 2  pm r e p r é s e n t a n t  
d e  f a ç o n  s t y l i s é e  l a  d i s t r i b u t i o n  des 
s t r u c t u r e s  marquées dans  l e  s t r i a t u m  
c a u d a l .  L e s  p o i n t s  r e p r é s e n t e n t  l e s  
c o r p s  c e l l u l a i r e s  CCK-1, l e s  macu les  
j o u x t a n t  l e  c l a u s t r u m  des d i l a t i o n s  
a x o n a l e s  marquées, e t  l e  p o i n t i l l é  
s c h é m a t i s e  l e  p l e x u s  d e  " f i b r e s  
l a i n e u s e s u  o c c u p a n t  l e  g l o b u s  
p a l l i d u s ,  l a  poche v e n t r a l e  d u  putamen 
( P ) ,  e t  s ' i n s i n u a n t  e n t r e  l a  c a p s u l e  
i n t e r n e  ( i c )  e t  l e  t r a c t u s  o p t i q u e  

( o t )  
A b r é v i a t i o n  u t i l i s é e  dans c e t t e  

f i g u r e  un iquemen t  : 8,  noyaux b a s a u x  
d e  l ' a m y g d a l e .  

Le putamen, de même que l e  noyau caudé, est pratiquement dépourvu de 

structures immunoréactives dans sa portion rostrale : sa partie ventrale es t  
ponctuée ça e t  là par de rares fibres et  terminaisons CCK-1 e t  sa partie 

dorsale est  dépourvue de marquage ( A l - 5 ) .  En revanche, l e  putamen caudal est  
s t r i é  par u n  réseau dense de matériel CCK-1 semblant ê t r e  1 'extension dorsale 

d'un plexus nerveux particuliërement développé dans l e  globus pal1 idus e t  

s 'étendant ventralement entre 1 a capsule interne e t  le tractus optique (Fi g.4,  

A6-9). La poche ventrale du putamen, quant  à el le ,  présente postérieurement des 

. structures rubannées faiblement marquées e t  finement granulaires (Fi g.4, A7-8). 
Ce1 les-ci , observées à for t  grossissement (Pl . I I  Ic) , semblent ê t re  composées 
d'un enroulement de t r è s  fines varicosités autour d'un élément plus épais e t  
non marqué. Ces structures forment un  groupe qui s'étend centralement e t  
dorsalement dans les portions caudales du globus pallidus e t  du putamen, pour 
apparemment contribuer à 1 eur innervation dense déjà mentionnée (Fi g .4). 

Des péricaryons réagissent positivement dans l e  putamen. I l s  sont 



d'aspect monopolaire, bipolaire ou multipolaire, d'immunoréactivité t rès  

variable (Pl .I IIa, b e t  d )  , e t  distribués en faible nombre e t  uniformément dans 
l e  putarnen antérieur. I l s  sont presque absent de sa portion moyenne e t  sont 
plus nombreux postérieurement (A7-9) . Dans le  putamen caudal, des di 1 atati ons 
axoniques ou dendritiques t rès  irnmunoréactives sont présentes au voisinage du 

claustrum (Fig.4). 

Le globus pallidus antérieur est vide de structures CCK-I (Al-2). Sa 

partie postérieure est  occupée par l e  plexus dense décrit plus haut (Fig.4, 
Pl . II  Ic, A7-9) . An téri eurement , quelques rares péri caryons marqués sont 

1 ocal i sés contre 1 a capsul e i nterne. 
Dans l a  partie caudale du  pallidum ventral, une forte concentration de 

fibres e t  terminai sons CCK-1 a été observée. Dans cette région, ces axones 

marqués o n t  une orientation horizontale e t  semblent faire partie d'un important 

faisceau de fibres immunoréactives courant l e  long de l a  capsule interne e t  
s'étendant dans le  l i t  de l a  s t r i e  terminale (A4-5).  Aucun corps cellulaire n'a 

é té  observé dans l e  pallidum ventral. 

Le noyau accumbens est  très modérement immunoréactif. Pas de corps 
ce1 l u 1  aires, mais des fibres et  terminai sons nerveuses de f in  calibre y o n t  é té  

détectées e t  ce, essentiel lement dans sa portion postéromédiane (Al). 

Des concentrations plus fortes de varicosités CCK-1 sont présentes dans 

1 ' î l o t  majeur de Calleja ( A l ) .  

Le noyau du  1 i t  de 1 a s t r i e  terminale (NST) est très riche en fibres et  
terminaisons nerveuses immunoréactives, dont  l a  concentration augmente au fur 
e t  à mesure vers 1 'arrière (A2-6). Dans 1 a portion antérieure du NST, les 
f ibres e t  terminai sons nerveuses marquées sont di s t r i  buées autour du bras 
antérieur de 1 a commissure antérieure e t  en une f i  ne bande s'étendant de ce 
dernier à l a  pointe du ventricule latéral (A2-3). Plus postérieurement, ces 

éléments marqués sont rassemblés autour du  bras transverse de 1 a commissure 

antérieure et  forment aussi u n  f ai sceau j u x t  acapsul aire dont  1 es f i  bres 

variqueuses o n t  une orientation, verticale dans l a  partie médiane du NST, e t  

oblique dans sa partie latérale (A4-5). Ces fibres CCK-1 qui cheminent contre 

1 a capsule interne semblent s'étendre e t  se d i  sperser ventralement dans 1 e 

pallidum ventral e t  la  substance innominée (A4) .  De très fortes concentrations 

de fibres e t  terminaisons nerveuses marquées o n t  é té  observées dans la portion 

postérieure du  NST (Pl .IVc, A6). Les neurones de cette régi on subventricul ai re, 





comprise entre l a  s t r i e*  médullaire e t  l a  s t r i e  terminale, reçoivent 

apparemment de t rès  nombreux contacts péri somatiques CCK-1 (Pl .IV b-e) . 
Un très grand nombre de péricaryons immunoréactifs a été détecté dans l e  

NST (Fig.5). I l s  constitueraient deux groupes de cellules qui diffèrent par 

1 eur morpho1 ogi e e t  1 eur distribution. Le premier groupe comprend de petites 

ce1 lules sphériques qui sont rassemblées en une formation circulaire localisée 
sous la  pointe du ventricule latéral, e t  dont  1 'apparition en coupe frontale 

précède 1 a décussation de 1 a commissure antérieure (F i  g . 5  b-d, A3-4). Ce groupe 
de corps ce1 1 ul aires marqués semble se désagréger postérieurement après avoir 
encerclé les premiers faisceaux de l a  s t r i e  terminale (Fig.5fY Pl .IVa, A5). Le 
second groupe de péricaryons C C K - 1  du  NST est composé de neurones polymorphes 
plus épars qui sont distribués, dans la  partie latérale de cette région, autour 
d u  bras tranverse de la  commissure antérieure e t  autour des colonnes 
ascendantes du fornix (Fi g .5e-g,A5-6). Ces ce1 lules immunoréactives semblent se 
rassembler postérieurement dans 1 a régi on subventricul aire richement innervée 

d u  NST (F ig .59  e t  h ,  Pl. Vc, A6). 

VI1 - SEPTUM ----- 

Le septum est dans 1 'ensemble assez pauvre en IR-CCK. Le noyau médian e t  

l e  noyau septofimbrial ne renferment que de très rares fibres marquées. 

L' essentiel du matériel immunoréactif es t  constitué de t rois  groupes de fibres 
variqueuses e t  de terminaisons vraisemblablement périsomatiques ( P l  .Vd), 

distribués dans les noyaux 1 atéraux et  l e  noyau septohypothal amique (Al-6). 

Le noyau t r i  angul aire ( o u  partie postérieure du noyau préopt ique médi an) 
est  1 a seule régi on septale à renfermer des corps ce1 1 u l  aires CCK-1 (A51 . 
Ceux-ci sont circulaires, faiblement marqués et  de petite ta i l le .  I l s  

ressemblent fortement aux péri caryons qui réagi ssent dans 1 e noyau préopti que 
médian rostral e t  font vrai sembl ablement partie de cette population neuronique 
CCK-1 (A2-4) . 

VI11 - REGIONS PREOPTIOUES ------------------- 

De nombreuses fibres e t  terminaisons immunoréactives o n t  été détectées 

dans la  crête suprachiasmatique ( A l ) .  L'organe vasculaire de l a  lame terminale 

1 ( o v l  t )  voisin, n ' es t  que faiblement innervé par des axones CCK-1. 

1 Des corps ce1 l u 1  aires de petite t a i l  le  o n t  été visualisés dans 1 a crête 



suprachi asmatique. I l s  sont localisés au voisinage de 1 'ovl t e t  contre l e  
chi asma. Dans 1 a régi on suprachi asmatique, des péricaryons CCK-1 o n t  é té  
observés, dans l'axe des extensions latérales du récessus suprachiasmatique du  

t roi  sième ventricule, e t  dorsal ement au noyau suprachi asmatique (A2) ,  dans 
1 'aire préoptique médiane, en un  groupe circulaire de quelques neurones t rès  
marqués (Pl .Vf, A 2 )  . Le noyau suprachi asmatique 1 u i  -même n 'est pas 
immunoréactif (A2-4).  

l L'aire préoptique médiane reçoit une très dense innervation CCK-1 qui y 

dessine 1 es contours de corps ce1 lu1 aires n o n  marqués (Pl .Vc, A2-4) . Ce réseau 

dense de prolongements nerveux immunoréactifs s ' estompe progressivement dans 

l ' a i r e  préoptique latérale. Cette dernière est parcourue d'axones CCK-1 

orientés vers l e  septum, le  NST, l e  pallidum ventral e t  l e  faisceau médian du 

télencéphale (A4) .  

Quelques corps ce1 1 ul aires faiblement marqués sont présents dans 1 ' aire 

préoptique 1 atérale. Il s sont local i sés en bordure de 1 ' aire préoptique médi ane 

e t  sous l e  bras tranverse de 1 a commissure antérieure (A3-4). 

Une formation remarquablement riche en terminai sons CCK-1 de for t  
diamètre f a i t  s a i l l i e  dans l e  plafond de la  portion préoptique du  troisième 

ventricule (A3-4). Exami née à faible grossi ssement, cette formation s ' avère 
richement vascul ari sée. Les contours des vai sseaux sont renforcés par 
1 ' accumu1 ation de terminai sons nerveuses immunoréactives ( P l  . V ,  b )  . Cette 

structure a 1 ' agencement e t  1 a 1 ocal i sation d' u n  organe circumventricul ai re. 

Elle se distingue cependant bien d'une part, de l 'ovl t ,  plus ventral et  rostral 
(Al) ,  e t  d'autre part de 1 'organe sous-fornical bien plus postérieur ( A 7 )  et 
1 ui même bien innervé par des fibres CCK-1 (PL.V,  a ) .  

Dorsalement à cet organe "préoptico-commissural" u n  groupe ovale de 
nombreux péricaryons de petite tai  1 l e  e t  faiblement marqués occupe toute 
1 'étendue du noyau préoptique médian jusqu' à 1 a décussation de 1 a commi ssure 

antérieure (A2-4) . 
Des concentrations modérées de fibres e t  terminai sons nerveuses 

immunoréactives sont observées dans l'ensemble d u  continuum préoptico- 

hypothalamique périventricul aire (A4-7).  Quelques corps ce1 lu1 aires al longés 

sont détectés dans sa partie ventrale, ainsi qu'à l a  hauteur du noyau 

hypothalamique ventromédian ( A 6 , 7 ) .  

HYPOTHALAMUS ET HYPOPHYSE IX - ------------_------- ------------------- 

A - L' innervation CCK-1 de 1 'hypothalamus 

Le noyau supraopt ique (NSO) reçoit une innervation CCK- 1 

Ce1 le-ci occupe surtout sa rêgion dorsale ( (A3-4). 
assez lâche. 



Dans 1 e noyau paraventricul aire ( N P V )  , une abondante innervation CCK-1 
est  distribuée dans toute 1 'étendue rostrocaudale de sa partie parvicel l u 1  ai re. 

Peu de fibres et  terminaisons marquées o n t  é té  observées dans l a  partie 

magnocell u l  aire du NPV (A4,7) .  Latéralement au NPV, des axones immunoréactifs 
cheminent dans 1 'aire périfornicale en direction de 1 'hypothalamus 1 atéral 

(A7-8) . 
Des t rajets  axoniques o n t  aussi été visualisés dans toute l a  base de 

1 ' hypothalamus, de 1 a région 1 atérale du tuber, à travers 1 'aire hypothalamique 
1 atérobasale, 1 e long du tractus optique, jusqu'au faisceau médian du  

télencéphale (A6-9). 
L'aire hypothalamique latérale présente aussi des accumulations de fibres 

e t  terminai sons nerveuses marquées. Ce1 les-ci constituent 1 'extension 1 atérale 

d'un champ de structures CCK-1 qui dessine une arche autour du noyau 
ventromédian e t  don t  1 'origine se si tue dans 1 ' aire péri ventricul aire (A7) .  

Les plus fortes concentrations de fibres e t  de terminaisons 
i mmunoréacti ves de 1 'hypothalamus o n t  été mi ses en évidence dans 1 e noyau 

ventromédi an (A6-8) e t  1 e noyau prémami 1 laire (Ag) .  Ces deux régions reçoivent 

une fine innervation CCK-1 qui souligne les contours de corps ce1 lulaires non 

marqués, ce qui suggère de très nombreux contacts périsomatiques et/ou 
péridendritiques. 

De fortes densités d'éléments punctiformes CCK-1 o n t  aussi été détectées 

dans l e  noyau dorsomédian (Ag) .  

Les ai res hypothalamiques dorsal es e t  1 atérodorsal es sont modérément 
innervées. On y observe des t ra jets  de fibres variqueuses marquées orientées 
horizontalement en direction de 1 a zona incerta (A8-9). 

Dans l e  noyau arqué, 1 'innervation CCK-1 est composée de fines 

1 varicosités e t  de segments dendritiques (Pl .VI c ) .  Ces éléments sont distribués 

1 préférentiellement dans 1 a partie médiane de cette région, dans toute 1 'étendue 

1 rostrocaudale de ce1 ui-ci (A6-9). 

B - Eminence médiane e t  neuroohv~o~hvse 

Dans 1 'éminence médi ane, 1 es structures immunoréacti ves sont d i  s t r i  buées 1 
à l a  fois dans la zone externe (Pl .VIb)  e t  dans l a  zone interne (Pl .Xa). Cette 
dernière contient une faible concentration de fibres e t  de terminaisons 

nerveuses q u i  ne sont marquées que par 1 ' IS 15/8. On peut les suivre, en coupe 



sagittale, dans 1 a partie ventrale de l a  tige pituitaire e t  du lobe nerveux. . 

Ces quelques fibres variqueuses représentent en f a i t  l'unique innervation 
CCK-1 de 1 a neurohypophyse (Pl .VI Ic) . 

Dans 1 a zone externe de 1 'éminence médiane, des fibres e t  terminaisons 
i mmunoréacti ves sont rassemblées autour des capi 11 aires de 1 a vascularisation 

porte hypophysaire ( P l  .VIb e t  Xa) . Cette innervation péri portale CCK-1, 
claisermée antérieurement, se concentre avec l'individualisation du récessus 

i ofundibulaire du  troisième ventricule, e t  disparait progessivement dans 1 a 
tige pituitaire (Pl .Xa) . Los anses 1 ongues comme 1 es anses courtes des 

capi 11  aires portes sont innervées (Pl .Ba). Cette innervation péri portale CCK-1 
est  régi onal isée. E l  l e  est préférentiel lement 1 ocal i sée dans 1 es parti es 
dorsales e t  médioventrales de la zone externe ( P l  .VIIa,  A8). El l e  est  
visualisée de façon indentique par 1'1s 15/8 e t  1'1s 86. 

C - Di s t r i  bution des péricaryons marqués dans 1 'hypothalamus 

Dans les conditions expérimentales qui on t  é té  les nôtres, i 1 n'a pas é té  

observé de neurones magnocell ul ai res i ndi scutabl ement marqués ni dans 1 e NSO 

(A2-5) n i  dans l e  NPV (A6-7). De grandes cellules immunoréactives o n t  é té  
pourtant détectées dorsalement au N P V  mais nettement en dehors de sa partie 
magnocel lu1 aire. En revanche, de nombreux neurones parvocel l u 1  aires o n t  réagi 

dans le  N P V .  I l s  sont particulièrement abondants au niveau du foramen 
i nterventriculaire (Fig.6e-h) e t  sont plus rares dans la portion caudale du  NPV 

(Fig.6iY P l  .XIbl) . 
Une population de corps cellulaires faiblement marqués e t  d'aspect 

circulaire ou bipolaire, e t  s'étendant dans l e  sens antéropostérieur dans les 
limites d u N P V ,  occupe l ' a i r e  périventriculofornicale (Fig.6e-j). Elle borde 

les  limites dorsales e t  latérales du noyau ventromédian (Fig.6hY A6-8) et  
s ' étend dans 1 ' aire hypothalamique 1 atérobasale (F i  g .6 j -k ,  A7-8). 

De t rès  nombreux neurones immunoréactifs o n t  été observés dans tout le  
développement rostrocaudal du  noyau arqué (Fi g . 6 )  . Apparaissant d' abord dans 
1 'a i re  rétrochi asmatique (Pl .VIIa, Fig .Ga, A5), ces péricaryons CCK-1 se 
concentrent dans 1 a partie médi ane subventricul ai re puis périventricul a i re  du 

noyau arqué en envahissant aussi la  zone interne de la  lèvre dorsale de 
1 'éminence médiane ( P l  .VIa, Fig.6a-1, A6-8). I l s  sont de forme circulaire et  
sont modérément marqués. Des neurones de plus grande t a i l l e  e t  plus 
immunoréactifs, monopolaires, bipolaires ou  multipolaires d'aspect, sont 

i 1 ocal i sés en extrême périphérie des parties 1 atéroventral es e t  dorsal es du 



F i g . 6  : DISTRIBUTION DES NEURONES CCK-1 DANS L'HYPOTHALAMUS (Cobaye m â l e  c o l c h i c i n i s é ) .  - 
a - ,  d e s s i n s  à l a  chambre c l a i r e  de coupes f r o n t a l e s  é p a i s s e s  de 12pm e t  r é g u i i è r e n e n t  

espacées d e  1 2 0  pm . 
Chaque p o i n t  r e p r é s e n t e  u n  neu rone  CCK-1. 

L e s  c o r p s  c e l l u l a i r e s  i m m u n o r é a c t i f s  s o n t  d i s t r i b u é s  : dans l t h y p o t h a l a m u s  a n t é r i e u r  ( 2 - h ) ,  
p r i n c i p a l e m e n t  dans l ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e  ( P v A ) ,  l e  noyau  p a r a v e n t r i c u l a i r e  ( P V N )  e t  dans  l ' a i r e  
p é r i v e n t r i c u l o f o r n i c a l e  en une p o p u l a t i o n  d e s s i n a n t  une  a r c h e  a u t o u r  d u  noyau v e n t r o m é d i a n  (VM), d e p u i s  

l a  PVA j u s q u e  dans  l ' a i r e  h y p o t h a l a m i q u e  l a t é r a l e  ( L H A )  ; d a n s  l ' h y p o t h a l a m u s  ( i - r )  m é d i o b a s a l  ( noyau  
arqué,  ARC) e t  d o r s a l  ( n o y a u  do rsoméd ian ,  DM, e t  a i r e  h y p o t h a l a m i q u e  d o r s a l e ,  D H A ) .  

A b r é v i a t i o n  u t i l i s é e  dans c e t t e  f i g u r e  u n i q u e m e n t  : I L ,  l o b e  i n t e r m é d i a i r e  d e  l ' h y p o p h y s e .  



noyau arqué (Pl .VIc), q u i  sont  el les mêmes vides de corps cellulaires marqués 

(Pl .VIa, A B ) .  Ces neurones CCK-1 se raréfient dans 1 a portion 
rétroinfundi bu1 aire de cette région où i 1 s occupent surtout 1 e pl ancher du 

récessus prêrnamil lai re du troi sième ventricule (Pl .VIIb ,  F i  g.61 -p ,  Ag) .  

Deux autres groupes de neurones C C K - 1  sont présents dans l'hypothalamus 
médian. Le plus dense de ceux-ci est constitué de petits neurones modérément à 

f ortement marqués e t  concentrés dans tout 1 e noyau dorsomédi an (Fi g .61 -p ,  Ag). 

Le second groupe de corps ce1 l u 1  aires immunoréactif s comprend de grands 

neurones multipolaires très abondants e t  dispersés dans l'hypothalamus dorsal 

e t  1 atérodorsal (Fi g .6k-r, Ag) . Des neurones CCK-1 qui appartiennent de façon 

évidente à cette population sont aussi présents dans l'hypothalamus postérieur. 

Peu nombreux dans cette région, i 1s sont les cellules CCK-1 les plus caudales 

de 1 'hypothalamus (Fi g.6r). Le complexe mamil la i re  ne contient pas de neurones 

i mmunoréacti f s  . 

D - Adénohypophyse 

Dans l e  lobe intermédiaire, toutes les cellules sont fortement marquées 
(Pl.  VIIc) . Deux types cellulaires différents réagissent dans l e  lobe 
antérieur. Les cellules CCK-1 les plus abondantes sont de forme polygonale, e t  
groupées en amas qui sont uniformêment distribués dans l'ensemble du lobe 
antérieur (Pl .VIIc e t  d )  . Le deuxième type cellulaire immunoréactif es t  
représenté par de grandes cellules aux contours arrondis (Pl .VIIIa) . Ces 
ce1 1 ules sont préférentiel lement localisées dans 1 a partie médioventrale de 1 a 
moitié rostrale du 1 obe antérieur. 

Ces deux types ce1 1 ul aires CCK- 1 correspondent à des ce1 1 ules sécrétrices 
connues. L'utilisation de 1 a technique du double marquage avec élution des 

anticorps permet de mettre en évidence que les cellules marquées les plus 

abondantes sont les ce1 lules corticotropes (Pl .VI1 1, bl-2). Les plus grandes 

ce1 lules CCK-1 o n t  été identifiées comme les cellules thyréotropes (non 
i 11 ustré) . Le marquage concerne 1 a majorité des deux popul ati ons. L' IR-CCK des 

ce1 lules corticotropes est plus intense chez l e  mâle, ce1 le des ce1 lu1 es 
thyréotropes chez la femelle. 

THALAMUS x - --------- ------- 

Une densité modérée de fibres e t  terminaisons nerveuses a été détectée 

1 dans 1 e thal amus. Ces structures marquées sont exclusivement 1 ocal i sées dans 



- -- 

F i g . 7  : DISTRIBUTION DES NEURONES CCK-1 DANS LE THALAMUS 
(Cobaye mâle  c o l c h i c i n i s é ) .  -r 

( a ) ,  vue p a r a s a g i t t a l e  d u  SNC de Cobaye i n d i q u a n t  l e  p l a n  de coupe a r e s p e c t é .  ( b ) ,  o r g a n i s a t i o n  anatomique d u  tha lamus  d u  cobaye,  r e d e s s i n é e  
d ' a p r è s  J.S. TINDALL (1965 )  ; à comparer  avec l a  coupe ( g ) .  ( c - k ) ,  
d e s s i n s  à l a  chambre c l a i r e  d e  coupes f r o n t a l e s  é p a i s s e s  de 1 2  pm e t  
r é g u l i è r e m e n t  espacées d e  4 8 0  Pm. Chaque p o i n t  r e p r é s e n t e  un  neurone 
CCK-1. L e s  c o r p s  c e l l u l a i r e s  i m m u n o r é a c t i f s  s o n t  s u r t o u t  abondan ts  dans 
l e  t h a l a m u s  méd ian  (noyaux  c e n t r a u x ,  C, PCE e t  P ) .  Le t ha lamus  a n t é r i e u r  
e t  p o s t é r i e u r  p r é s e n t e n t  p e u  d ~ i n m u n o r é a c t i v i t é ,  l e  r k t i c u l é  e s t  n é g a t i f .  

, 
A b r é v i a t i o n s  u t i l i s é e s  e n  ( b )  un iquemen t  : FF, champs de F o r e 1  ; f r ,  f a i s c e a u  h a b é n u l o - i n t e r p é d o n c u l a i r e ;  HL, noyau  l a t é r a l  de l l h a b é n u l a  ; L, 

noyau  t h a l a m i q u e  l a t é r a l  ; LGB, c o r p s  g e n o u i l l é  l a t é r a l  ; LGD, c o r p s  g e n o u i l l é  l a t é r o d o r s a l  ; M. noyau t h a l a m i q u e  médian ; PCE, noyau ; t h a l a m i q u e  
p a r a c e n t r a l  ; RE, noyau  r e u n i e n s  ; VDM, p a r t i e  dorsomédiane d u  noyau t h a l a m i q u e  l a t é r a l  ; VM, noyau t h a l a m i q u e  v e n t r o m é d i a n  ; s t r ,  r a d i a t i o n  
t h a l a m i q u e  s u p é r i e u r e  ; 3V, t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e .  



1 es régions contenant des corps ce1 lu1 aires CCK-1 , exception fai te  du thal amus 
antéromédi an où des fibres i mmunoréacti ves courent du sommet du troi sième 
ventricule au noyau paraventri cul aire (A7-9) . Dans ce dernier, 1 es terminai sons 
marquées o n t  souvent u n  arrangement périsomatique. 

Le thalamus contient u n  t rès grand nombre de corps cellulaires 
immunoréactifs (Fig.7). Ceux-ci o n t  u n  aspect circulaire dans l e  noyau 
paraventri cul aire ( P V )  , o n t  des contours polygonaux dans l e  noyau 

i ntermédi obasal ( IMD) , 1 e noyau centromédi an ( C T )  e t  1 e noyau rhomboïdal ( R M )  , 
e t  une forme ovoïde dans les noyaux paracentraux ( P C )  e t  centrolatéraux ( C L )  

(Pl .IXb) . Cette population neuronique CCK-1 apparaît rostralement dans l e  PV 

( F i g . 7 ~ ) .  Elle s'étend postérieurement dans I'IMD, l e  CT et  le  RH (Fig.7d1, 
puis envahit la partie dorsale du noyau paraténial e t  l e  noyau médiodorsal 

antérieur (Fi g. 7e). Pl us caudal ement , ces neurones CCK- 1 di sparai ssent du  noyau 

médiodorsal. I l s  occupent l e  CT e t  l e  C L  (Pl. IXa) et  s ' installent dans l e  

noyau ventrolatéral , 1 e noyau 1 atérodorsal , l e  pu1 vinar rostral e t  le  corps 
genoui 1 lé dors01 atéral (Fi g .7f - 4  ) . D i  une façon général e, 1 es neurones du  

t h a l  amus médian sont pl  us immunoréactifs que ceux distribués dans ses parties 
1 atérales e t  dorsales. Postérieurement au faisceau habénulointerpédoncul aire,  
plus aucun neurone immunoréactif n 'est  détecté dans l e  thal amus postérieur 

(Fi g .7i -k )  . Seul 1 e complexe habénul aire médi an contient encore quelques fibres 
i mmnoréacti ves. 

LES FAISCEAUX DE LA SUBSTANCE BLANCHE XI - ..................................... ................................. 

Des fibres variqueuses CCK-1 o n t  été observées cheminant dans le  corps 
cal leux e t  1 a capsule externe, dans 1 es bras postérieurs de 1 a commissure 
antérieure ( P l  .Ve) , dans 1 es colonnes ascendantes du fornix, dans 1 a s t r i e  
t ermi na1 e (A7-9) e t  1 e f ai sceau habénul oi nterpédoncul aire. 11 n ' a pas é té  
détecté de prolongements nerveux marqués dans 1 e tractus optique, 1 e faisceau 

mami 1 lothal arnique, 1 e 1 emmni sque médi an e t  1 a s t r i e  médul 1 aire. Ces structures 

n'ont toutefois pas été systématiquement examinées en coupe sagittale. 

XII - COEXI&TENCE DES IR-CCK ET IR-CEE : ............................... 

Les distributions des IR-CRF e t  IR-CCK dans le  NPV e t  1 'éminence médiane 

ont été comparées sur coupes adjacentes e t  sur les mêmes coupes après élution 
des anticorps. 



A - Eminence médiane : 

Dans 1 'éminence médi ane d'animaux normaux non col chi cini sés, 1 es fibres 

e t  terminaisons nerveuses CRF-1 e t  CCK-1 sont rassemblées autour  des anses 
i ntra-i nfundi bu1 aires longues e t  courtes des capi 1 laires du système porte 
hypophysaire (Pl . X )  . 

Comparées sur coupes sagittales adjacentes, 1 es i nnervations péri portales 
CCK-1 e t  CRF-1 présentent une distribution remarquablement analogue (Pl .X)  . 
Toutes deux apparaissent très rostralement dans l'éminence médiane externe e t  
sont observées dans toute son étendue rostrocaudale, jusqu'au début de la t ige 
pituitaire, à 1 a fois dans l a  lèvre dorsale et  dans la lèvre ventrale. 

La comparai son des marquages anti-CCK et  anti -CRF effectuée sur coupes 
frontal es adjacentes dans 1 'éminence médi ane, révèle que 1 es deux innervations 

péri portales présentent une régionalisation identique. Rostralement, 1 ' IR-CCK 

e t  1 ' IR-CRF sont 1 ocal i sées dans des fibres e t  terminai sons nerveuses 
essentiel1 emnt distribuées dans les parties médioventrales de 1 a zone externe. 

Au niveau de 1 ' individualisation du récessus i nfundibul aire du troisième 

ventricule, ces innervations péri portales occupent aussi les régions les pl us 

médianes de 1 a lèvre dorsale. El les restent toutefois absentes des parties 

1 atéral es de 1 ' émi nence médi ane externe. 

Ces observations suggèrent fortement que l'IR-CCK e t  l'IR-CRF sont 

contenues dans une même innervation péri portale dans 1 'éminence médiane. 

Les marquages anti-CCK o n t  été comparés aux marquages anti-CRF effectués 

successivement sur les mêmes coupes après élution des anticorps. 
11 est  ainsi possible de mettre en évidence que 1 'essentiel de 

1 'innervation péri portale CCK-1 représente en f a i t  1 ' innervation à CRF d u  

plexus porte, bien que les superpositions strictes soient diff ic i les  à observer 
(Pl .XIal e t  2 ) .  La coexistence d'IR-CCK e t  d'IR-CRF a pu ê t re  observée dans des 
fibres variqueuses cheminant dans l'épaisseur de l'éminence médiane. Cependant, 
quelques rares groupes de fibres e t  terminai sons péri portal es ne semblent 
contenir que 1 'une de ces deux immunoréactivi tés. 

B - Le noyau paraventricul aire -- 

La comparaison des marquages anti-CRF e t  anti-CCK effectués sur coupes 
frontales adjacentes dans l'hypothalamus révèle que les péricaryons CCK-1 e t  



CRF-1 sont distribués dans 1 a partie parvicellulaire du  NPV. Cependant, les 

neurones parvi ce1 1 ul aires CCK-1 sont moins nombreux e t  pl us f ai bl ement marqués 

que 1 es neurones CRF-1 . 
Les marquages anti-CCK o n t  été comparés aux marquages anti-CRF effectués 

successivement sur 1 a même coupe après élution des anticorps. 

Ce procédé révèle que certains neurones CCK-1 sont aussi CRF-1 (Pl .XIbl 

e t  2 ) .  Cependant, 1 a faiblesse de 1 ' IR -CCK de nombreuses cellules rend 
d i f f ic i le  1 a démonstration de 1 a coexi stence des deux immunoréacti vi tés dans  1 e 
plus grand nombre des neurones. 11 est toutefois évident que certains neurones 

parvi ce1 1 u1 aires ne contiennent que 1 ' une des deux immunoréacti vi tes. 
La présence d ' IR-CCK dans 1 e système paraventriculo-i nfundi bu1 aire à 

corticolibérine est révèlée de la  même façon par 1'1s 15/8 e t  1'1s 86. Les deux 
antisérums donnent des marquages comparables à 1 a fois dans l e  NPV e t  dans 
1 ' émi nence médi ane externe. 



ATLAS D U  PROSENCEPHALE D U  COBAYE PRESENTANT UNE CARTOGRAPHIE DES STRUC- 

TURES CCK-1.  

Les subdivisions anat0miqu.e~ sont i ndiquées sur 1 a moitié d r o i t e  

des f igures .  

La moitié gauche des figures donne une représentation schématique 

de 1 a dis t r ibut ion des f i b r e s ,  terminaisons nerveuses ( t r a i t s  e t  po in t i l -  

l é s )  e t  corps ce l lu l a i r e s  CCK-1 (gros points) .  

Les dessins sont reproduits d 'après des coupes f ronta les  (p l  an 

de coupe donné dans 1 a Fig. 7a) .  Les. f igures  de Al à A 9  représentent 

des plans de coupes   espacé,^ de 480 u m )  échelonnés d'avant en ar r iè re .  

Les abréviations sont données dans une l i s t e  alphabétique en t ê t e  

d ' ouvrage. 



A 
A A, 
AC, 
AD, 
A F, 
AHA, 
AHi , 
AL 
AM, 
ARC, 
A V ,  

L I S T E  DES AB$REVIATIONS ANATOMIQUES 

U t i l i s é e s  dans toutes l e s  f igures e t  planches 

a i r e  amygda l i enne  a n t é r i e u r e  
noyau accumbens 
noyau  t h a l a m i q u e  a n t é r o d o r s a l  
f i s s u r e  amygda l i enne  
a i r e  h y p o t h a l a m i q u e  a n t é r i e u r e  
a i r e  amygdaloh ippocampique 
l o b e  a n t é r i e u r  de l ' h y p o p h y s e  
noyau  t h a l a m i q u e  a n t é r o m é d i a n  
noyau a r q u é  h y p o t h a l a m i q u e  
noyau t h a l a m i q u e  a n t é r o v e n t r a l  

B 
B l , t , s  noyau a m y g d a l i e n  b a s a l  ( p a r t i e  r n a g n o c e l l u l a i r e ,  t r a n s i t i o n n e l l e ,  p a r v i c e l l u l a i r e )  
BST, l,m,p noyau  d u  l i t  de l a  s t r i e  t e r m i n a l e  ( p a r t i e  l a t é r a l e ,  médiane, p o s t é r i e u r e )  

C 

c, 
CE, 
C I n s ,  

c g ,  
c L, 
CO, 
c P, 
C P i r ,  

CT 

noyau  caudé  
noyau  a m y g d a l i e n  c e n t r a l  
c o r t e x  i n s u l a i r e  
c o r t e x  c i n g u l a i r e  
c  l a u s  t r um 
noyau a m y g d a l i e n  c o r t i c a l  
c  audatopu tamen 
c o r t e x  p i r i f o r m e  
noyau  t h a l a m i q u e  c e n t r o m é d i a n  

O 
DBB, b a n d e l e t t e s  d i a g o n a l e s  d e  B r o c a  
DHA, a i r e  h y p o t h a l a m i q u e  d o r s a l e  
DM, noyau h y p o t h a l a m i q u e  dorsomédian 
DMa, noyau h y p o t h a l a m i q u e  m a g n o c e l l u l a i r e  d o r s a l  

E 1 En, noyau  e n d o p i r i f o r m e  

1 F rPa ,  
f o ramen  d e  Luschka  
c o r t e x  f r o n t o p a r i é t a l  
f undus s t r i a t i  

g l o b u s  p a l l i d u s  

h ippocampe 
b a n d e l e t t e s  d i a g o n a l e s  de B roca ,  b r a s  h ~ r ~ i z o n t a l  



1 
I A  M, 
ICM, 

IG, 
IH, 
IM, 

l I R ,  

L 
Ld, 
LDHA, 
LHA, 
L  PO, 

L m ,  
LS I ,  
LSV, 

LV, 
L v ,  

n 
M ,  
ME, 
M 0, 
MPN, 
MPO, 
MS , 

P 

P, 
P c, 
PeF l ,  
PF A, 
PM, 
PS, 
PT, 
PTub, 

PV, 
PVA, 

PVN,m,p, 

R 
R, 
RCh, 

RF 
RH, 

S 1 SCC. 
I 
I SCh, 

S F i  , 
i SH 
1 

S I ,  
SON ,r, 
SR, 

n o y a u  t h a l a m i q u e  i n t e r a n t é r o m é d i a n  
i l ô t  m a j e u r  de C a l l e j a  
induseum g r i s e u m  
c o r n e  i n f é r i e u r e  d u  v e n t r i c u l e  l a t é r a l  
masses i n t e r c a l a i r e s  d e  l ' a m y g d a l e  
r e c e s s u s  i n f u n d i b u l a i r e  d u  t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  

n o y a u  a m y g d a l i e n  l a t é r a l ,  p a r t i e  d o r s a l e  
a i r e  h y p o t h a l a m i q u e  l a t é r o d o r s a l e  
a i r e  h y p o t h a l a m i q u e  l a t é r a l e  
a i r e  p r é o p t  i q u e  l a t é r a l e  
noyau  l a t é r o d o r s a l  d u  septum 
noyau l a t é r o i n t e r m é d i a i r e  d u  septum 
noyau l a t é r o v e n t r a l  d u  septum 
v e n t r i c u l e  l a t é r a l  
n o y a u  a m y g d a l i e n  l a t é r a l ,  p a r t i e  v e n t r a l e  

noyau  a m y g d a l i e n  médian 
éminence médiane 
n o y a u  t h a l a m i q u e  m é d i o d o r s a l  
noyau  p r é o p t i q u e  médian 
a i r e  p r é o p t i q u e  médiane 
noyau  méd ian  d u  septum 

p u  tamen 
n o y a u  t h a l a m i q u e  p a r a c e n t r a l  
a i r e  p é r i v e n t r i c u l o f o r n i c a l e  
a i r e  p é r i f o r n i c a l e  
noyau  p r é m a m i l l a i r e  
t i g e  p i t u i t a i r e  
n o y a u  t h a l a m i q u e  p a r a t é n i a l  
p a r s  t u b é r a l i s  
noyau  t h a l a m i q u e  p a r a v e n t r i c u l a i r e  
a i r e  h y p o t a l a m i q u e  p é r i v e n t r i c u l a i r e  
noyau  h y p o t h a l a m i q u e  p a r a v e n t r i c u l a i r e  ( ~ a r t i e  m a g n o c e l l u i a i r e  e t  p a r v i c e l l u l a i r e )  

n o y a u  r 4 u n i e n s  d u  tha lamus  
a i r e  r é t r o c h i  asma t i que  
f i s s u r e  r h i n a l e  
noyau  t h a l a m i q u e  rhomboîde 
r e c e s s u s  i n f u n d i b u l a i r e  d u  t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  
n o y a u  t h a l a m i q u e  r é t i c u l a i r e  

c r ê t e  s u p r a c h i a s m a t i q u e  
n o y a u  s u p r a c h i  asma t i que  
noyau  s e p t o f i m b r i a l  
n o y a u  sep toh ippocamp ique  
s u b s t a n c e  i n n o m i n é e  
n o y a u  h y p o t h a l a m i q u e  s u p r a o p t  i que ,  e t  p a r t i e  d i f f u s e  
c o r t e x  s u p r a r h i n a l  



T 

T ,  a i r e  de t r a n s i t i o n  cortico-amygdalienne 
TS a i r e  t r i a n g u l a i r e  du septum 
T U  tubercules  o l f a c t i f s  

v 
VL , noyau thalamique ven t ro la t é ra l  
VM , noyau hypothalamique ventromédian 
Vp , pallidum ventra l  

X 
X ,  poche ventra le  du putamen 

z 
ZI, zona i n c e r t a  

a c , p l , t l  commissure blanche an té r i eu re ,  bras  pos tér ieur  e t  t ranverse  (décussat ion)  

C C ,  corps  calleux 
Cg 9 c  ingulum 
C P  9 pédoncule cé réb ra l  

d f ,  c  ommissure dorsale du fornix 

ec ,  capsule externe 

f ,  f  ornix 
f i ,  f imbria  

i c, capsule  in terne  

l o t ,  t r a c t u s  o l f a c t i f  l a t é r a l  

mfb , f a i sceau  médian d u  télencéphale 
ml, lemnisque médian 
mt, f a i sceau  mammilothalamique 

0 c, chiasma optique 
0 t ,  t r a c t u s  optique 
o v l t ,  organe vascula i re  de l a  lame terminale 

P C O ,  organe préoptico-commissural 

s f o ,  organ subf ornica l  
Sm, s t r i e  médulaire 
s  t ,  s t r i e  terminale 

vhc, commissure ventra le  du fornix 

3 ,  Var, t ro i s i ème  ven t r i cu le ,  récessus suprachi asmatique 

I , I I , I I I  souches plexiforme (1 )  , pyramidale ( I I )  e t  polymorphe ( I I I )  du cortex pyriforme 
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DISCUSSION 

Depuis 1 a mise en évidence de l a  présence de CCK dans le SNC des 

Vertébrés par VANDERHAEGHEN e t  al.  en 1975, les travaux relat i fs  à sa détection 
imnocytochimique furent essentiellement menés chez le  Rat. 

La distribution des structures CCK-1 dans l e  SNC n'a été étudiée que de 

façon très ponctuelle chez d'autres espèces, ce qui explique que l e  Rat soit  l a  

seule pour 1 aquel le  une cartographie complète soit  disponible. 

En ce qui concerne le  Cobaye, les travaux morphologiques de LARSSON e t  

REHFELD ( 1  979) e t  de STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON ( 1  981a e t  b )  se rapportent à 

des animaux non colchicinisés chez qui l a  plus grande partie des neurones 

producteurs de CCK ne sont pas vi sua1 i sables. Pl us récemment, deux articles ont 
donné une description préci se de 1 ' IR-CCK de 1 'archi cortex de cobayes 
colchicinisés ( K O H L E R  e t  CHAN-PALAY, 1982 ; GALL,  1984). Certaines de nos 
observations non mentionnées ici sont en parfait accord avec ces travaux que 
nous ne discuterons pas plus avant. Les résultats rassemblés dans le  présent 
mémoire constituent en f a i t  l a  première cartographie des structures CCK-1 du 

diencéphale d'une espèce autre que le  Rat. 

L'intérêt d'un te l  travail réside dans l'établissement de comparaisons 
s t r ic tes  entre les marquages obtenus dans les deux espèces, ce qui f a i t  

apparaître des différences interspécifiques frappantes d o n t  nous discuterons l a  

signification. 

Aires corticales 

Nous rapportons ici  que nos immunsérums révèlent une innervation étendue 
ainsi que de nombreux corps ce11 ul aires dans 1 es aires néo- et  al locorticales. 

Ces résultats sont en parfait accord avec de précédentes études effectuées chez 

1 e Cobaye (LARSSON e t  REHFELD, 1979 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON 1981a e t  

b ) ,  e t  l e  Rat (LOREN e t  a1 ., 1979a ; INNIS e t  a l . ,  1979 ; VANDERHAEGHEN e t  al ., 
1980a e t  1981b ; McDONALD e t  a l . ,  1982 ; CHO e t  a l . ,  1983 ; HENDRY e t  a l . ,  
1983; PETERS e t  a l . ,  1983), e t  le  Chat (DEMEULEMEESTER e t  a l . ,  1985 ; FREUND 
e t  a l . ,  1986) qui mentionnent aussi 1 a détection dans ces régions de nombreux 
neurones bi- e t  multipolaires. 

Chez le  Rat et  1 e Chat , ces neurones sont supposés être  à 1 'origine 

d 'une innervation essentiel lement locale, en partie représentée par le  plexus 
imrnunoréactif des couches II-III  (PETERS e t  al . ,  1983 ; EMSON e t  H U N T ,  1984 ; 



SEROOGY e t  a l .  , 1985 ; FREUND e t  al ., 1986). Nos observations de corps 
ce1 1 ul aires marqués émettant u n  axone se col atéral i sant dans 1 es couches sous- 
jacentes (Pl . Id) ,  suggère en effet  qu'une unique cellule corticale CCK-1 puisse 
entrer en contact avec de nombreux autres neurones. 

Cependant, 1 a possibilité d'une origine partiel lement extrinsèque de 
l'innervation corticale CCK-1 chez le Cobaye d o i t  aussi être envisagée. En 

effet ,  i l  a été récemment établi 1 'existence chez le  Chat,  d'un circuit  

thalamocortical CCKergique (SUGIMOTO e t  a l . ,  1985), e t  chez le  Rat, de circuits 
ascendants g~niculocorticaux (FALLON e t  SEROOGY, 1984) e t  mésocorticaux 

(SEROOGY e t  a l . ,  1985), ainsi que d'un circuit mineur corticocortical 
contra1 atéral (MEYER et  a l  . , 1982b). 

Ce dernier évoque donc l'existence de projections CCKergiques q u i  

empruntent l e  corps calleux e t  relient les deux hémisphères. Nos observations 

de nombreuses fibres marquées dans l e  corps calleux, dans 1 es rayons du 

cingulum, ainsi que dans d'autres faisceaux de substance blanche sont des 
l arguments morphologiques en faveur de 1 'hypothèse de 1 'origine variée de 

1 'innervation corticale CCKergique chez le  Cobaye. De m@me, chez le  Rat, des 
fibres CCKergiques o n t  été détectées des faisceaux de substanche blanche t e l s  

que l e  corps calleux (VANDERHAEGHEN e t  al ., 1981b), l a  capsule externe (FALLON 

e t  a l . ,  1983a), le  fornix (ROBERTS e t  al . ,  1983), la commissure antérieure 
(VANDERHAEGHEN e t  a l  ., 1981b ; CHO e t  a l  ., 1984), l a  s t r i e  terminale (WOODHAMS 

e t  a l . ,  1983) e t  le  faisceau mamillothalamique (KIYAMA e t  al . ,  19841, ce qui 
suggère que des projections CCKergiques connectent des régions centrales 
éloignées, quelquefois même de façon contralatérale. 

En ce qui concerne 1 e corps cal 1 eux, 1 a présence de corps ce1 1 ul aires 
CCK-1 dans cette structure a é té  récemment rapportée ( H E N D R Y  e t  a l  ., 1984). Ces 
neurones pourraient ê t re  à l 'origine des grandes concentrations de fibres CCK-1 

que 1 'on y vi sua1 ise après lésion (VANDERHAEGHEN e t  al . , 1981 b )  . Nous avons 

parfois observé dans le corps calleux du Cobaye des éléments marqués ayant 

1 ' aspect de neurones i mmunoréacti f s mai s n ' avons jamai s pu i ndubi t a b l  ement 
établir  leur nature. 

Nous avons mentionné 1 'exi stence dans 1 e cortex temporal du Cobaye, de 
neurones marqués de forme pyramidale. De te l les  cellules n'ont pas été 

( identifiées chez l e  Rat mais o n t  été trouvées dans les gyrus pré- e t  post- 

/ centraux du cortex humain (SAKAMOTO e t  a l . ,  1984). Dans le  cortex du Cobaye, 
1 des neurones CCK-1 pyramidaux ne sont présents que dans l a  région 

1 rétrohi ppocampique ( K O H L E R  et  CHAN-PALAY, 1982). 

Les études biochimiques de LARSSON e t  REHFLED f 1 979) e t  de GOLDMAN e t  al . 
1 ( 1  985) chez l e  Cobaye, attribuent essentiellement 1 'IR-CCK d u  cortex à l a  



présence de CCK-8 e t ,  à u n  bien moindre degré, à ce1 le  de C C K - 4 .  Toutefois 

l'existence du CCK-4 comme forme neurotransmettrice libre e t  naturelle dans l e  
SNC demeure sujette à débats (DOCKRAY e t  a l . ,  1980 e t  1981 ; SAUTER et  FRICK, 
1983 ; MARLEY e t  a l . ,  1984b ; REHFELD, 1985). D' autres recherches on t  montré I l 

que plusieurs formes molécul aires de 1 ongueur vari able peuvent ê t re  extraites I 
1 

du cortex en concentrations non négligeables ( E N G  e t  a l . ,  1983 ; REEVE e t  al ., 1 
1 

l 
1986 ; REHFELD e t  HANSEN, 1986). Leurs rôles sont inconnus. Le principal 
produit de 1 a biosynthèse de 1 a CCK dans l e  cortex serait l e  CCK-8 qui I 
s 'accumule dans les vésicules synaptiques (PINGET e t  a l . ,  1979 ; GOLTERMAN e t  , 

a l . ,  1981) . Les travaux morphologiques de microscopie électronique o n t  détecté 

! 
une IR-CCK dans des terminaisons axoniques faisant synapse avec des neurones 

corticaux (HENDRY e t  a l . ,  1983 ; PETERS e t  al . ,  1983). Ce1 a suggère 1 'exi stence 
de récepteurs à C C K  spécifiques, don t  l a  distribution dans le  cortex du Cobaye 
a été étudiée et  semble bien coincider avec les résultats de 1 'immunocytochimie 

( Z A R B I N  e t  a l . ,  1981 e t  1983). Dans l e  cortex du Rat, l e  CCK-8 a 
essentiellement une action stimulatrice (voir bibliographie dans KELLY e t  

BROOKS, 1984). Remarquons que chez cette espèce, 1 e CCK-8 a été localisé dans l 

des neurones corticaux contenant du GABA, neurotransmetteur d o n t  les fonctions , 

i n h i  bi tr ices sont notoires ( H E N D R Y  e t  al . , 1984 ; SOMOGYI e t  a l . ,  1984) . I 

Nos descriptions de la  distribution de 1 ' IR -CCK dans le  cortex piriforme 
corroborent parfaitement les observations précédemment effectuées chez l e  

Cobaye e t  l e  Rat (voir bibliographie dans VANDERHAEGHEN,  1985 e t  dans GALL,  

1984) . E l  les sont de plus en bon accord avec 1 a répartition des si tes de 
1 iaisons du  lZ51-cc~-33 dans cette région chez l e  Cobaye (ZARBIN e t  a l . ,  1983). 

Examinons pour f i  ni r ,  1 a signification du marquage de nombreux 
prolongements nerveux apparemment di 1 atés qui o n t  été observés dans 1 e cortex 

insulaire, e t  dans l e  putamen au voisinage du claustrum. Comme cela a é té  
précédemment décrit (SEROOGY e t  al . , 1985), ces formations bu1 beuses 
immunoréactives sont induites par l e  traitement par l a  colchicine e t  

représentent 1 es segments proximaux di 1 atés e t  engorgés d' axones à CCK. 

Quelquefois, comme nous 1 'avons i l lustré  dans l e  néocortex ( P l .  Id e t  e ) ,  c ' es t  
u n  corps ce1 lulaire plus faiblement marqué qui porte cette dilatation proximale 

souvent t rès  réactive qui se termine de façon abrupte pour laisser place à une 

f ibre  variqueuse ayant 1 'aspect typique de 1 ' axone. Ces images de formations 
bulbeuses révèlent donc la  présence d'un péricaryon producteur de CCK.  En 

conséquence, 1 e s t r i  atum postérieur du Cobaye pourrait contenir beaucoup pl us 

1 de neurones CCKergiques que nous n'en avons vi sua1 i sés e t  donc bien pl us que ce 



qui est rapporté chez l e  Rat ( 1 - 2  cellules pour une coupe de 80 um contre ici 
au moins 10 pour une coupe de 12  u m )  (TAKAGI e t  a l  ., 1984). 

Complexe amygdal i en 

Les marquages que nous avons obtenus dans l'amygdale confirment de 
précédents travaux qui o n t  aussi souligné la t rës  dense aggrégation de fibres 
CCK-1 dans l e  noyau médian (LARSSON e t  REHFELD, 1979 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  

LARSSON, 1981a e t  b ) .  De façon surprenante, e t  comme le  discutent ZARBIN e t  a l .  
(1983), cette région est pauvre en s i tes  de liaison au ' 2 5 ~ - ~ ~ ~ - 3 3 .  Certaines 
de nos images d'immunocytochi mie montrent pourtant cl airement, en périphérie du 

noyau médian, là où 1 e marquage est moins dense, que certains corps ce1 lu1 aires 

sont couverts d'éléments punctiformes immnoréactifs ( P l .  1 I b ) .  Cela suggère que 
les structures marquées qui occupent l e  noyau médian sont des sections de t e l s  
péricaryons richement innervés. On doit donc s'attendre à ce que cette région 
soi t  au moins aussi riche en fibres CCK-1 de passage qu'en terminaisons 

CCKergiques auxquelles doivent être associés de récepteurs. Ces récepteurs du 

noyau médian semblent avoir été récemment v i  sua1 i sés par DAY e t  a l .  ( 1986) à 

1 'aide de 2 5 ~ - ~ ~ ~ - 8 .  L I  observation de coupes frontales dans 1 a région 

amygdalienne ne nous a pas permis d'identifier les flux axonaux qui sont à 

1 'origine de cette innervation CCK-1 trës dense dans l e  noyau médian. 
Cependant, ce1 le-ci pourrait avoir une origine extrinsèque, comme le  laisse à 

penser l a  présence de fibres marquées dans l a  s t r i e  terminale connue pour y 

projeter (WOODHAMS e t  a l  . , 1983 ; De OLMOS e t  al . , 1985) . D' autres di scordances 
i munocytochimie-au'toradiographi e sont frappantes. Nous ne détectons, par 
exemple, que peu de fibres immunoréactives dans 1 a couche pl  exiforme du noyau 
cortical al ors que de fortes densi tés de si tes de 1 i ai son au 2 5 ~  -CCK-33 y sont 
mi ses en évidence (ZARBIN e t  a l  . , 1983). 11 en va de même pour 1 e noyau 
1 atérodorsal . Ces fa i t s  qui demeurent i nexpl iqués pourraient être des i ndices 
reflétant 1 'hétérogénéité des formes moléculaires de l a  CCK e t  leur 
participation différentiel l e  à 1 a neurotransmi ssion dans tel ou tel circuit  
CCKergique. 

La comparai son des marquages a n t  i -CCK obtenus dans 1 ' amygdal e, chez 1 e 

Cobaye e t  l e  Rat (ROBERTS e t  al. ,  1982), f a i t  ressortir peu de différences 
i nterspécifiques, s i  ce n 'est  une plus faible immunoréactivi t é  du noyau central 
chez l e  Cobaye. Celle-ci pourrait s'expliquer par l a  virtuelle absence de corps 

cellulaire CCK-1 dans l e  temgentum ventral du  Cobaye. Un tel circuit  

mésoamygdalien CCKergique a en effet été suggéré chez l e  Rat (HOKFELT e t  al ., 



1980b) qui, par ailleurs, présente u n  marquage t rës  simi la i re  à celui du  Cobaye 

dans le  1 i t  de 1 a s t r ie  terminale, région riche en neurones amygdalopètes 

(WOODHAMS e t  a l . ,  1983). 

D'une façon générale, nos observations des t ra jets  de fibres 

i mmunoréactives dans 1 'amygdale du Cobaye concordent avec ce1 les effectuées 
dans cette région chez le  Rat par ROBERTS e t  a l .  (1982). Toutefois, bien que 

plusieurs arguments expérimentaux obtenus chez l e  Rat soient en faveur d'une 
origine mixte, mésencéphal ique (HOKFELT e t  al . ,  1980b; FALLON e t  al . ,  1983a1, 
corticale (ROBERTS e t  al ., 1982 ; FALLON e t  a l . ,  1983a) e t  intrinsèque (FALLON 

e t  SEROOGY, 1985), de 1 'innervation CCKergique de 1 'amygdale, e t  bien que 
1 'exi stence d' efferences CCKergiques amygdalostri atal es a i t  été proposée (MEYER 

e t  al . , 1982a ; GILLES e t  al  . , 1983 ; ZARBORSZKY e t  a l . ,  1985), 1 es connexions 
CCKergi ques du complexe amygdal i en restent à préci ser . 

Striatum 

Nous décrivons ici u n  marquage très faible du striatum antérieur, e t  de 

grandes concentrations de structures marquées dans le  s t r i  atum postérieur, à 

1 ' inverse de ce qui a été précédemment rapporté chez l e  Cobaye (LARSSON e t  

REHFELD, 1979) .  

En f a i t ,  nous n'avons que rarement observé, dans l'ensemble du striatum, 
des fibres immunoréactives a 1 ' aspect typiquement variqueux. Ce1 les-ci sont 

t rès  dispersées, alors que l a  majorité de l'IR-CCK du caudé-putamen apparaît 

comme u n  matériel finement granulaire réparti de façon diffuse dans sa partie 

caudale. C'est dans cette région e t  dans l e  globus pallidus postérieur que nous 
avons observé des structures immunoréacti ves rubanées (voir P l  . I I  I c )  qui 

ressembl ent fortement aux images des "fibres 1 ai neuses" enképhal i nergi ques du 

striatum du Rat ( H A B E R  e t  ELDE,  1981), du Singe ( H A B E R  e t  NAUTA, 1983) e t  de 
1 'Homme (HABER e t  WATSON, 1985) qui sont interprétées comme 1 ' assembl age de 
fines fibres variqueuses marquées d'origine s t r ia tale  enroulées autour 

d 'épaisses dendrites de neurones pal lidaux négatifs. Puisque, jusqu'à ce jour, 
C C K  e t  enképhalines sont tenues pour exister dans des systèmes neuroniques 
différents dans l e  striatum du Cobaye (STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981a e t  
b ) ,  quelles peuvent ê tre  les origines e t  destinations de te l les  fibres 
1 aineuses CCKergiques ? 

D'assez nombreux corps cellulaires CCK-1 ont été détectés dans l e  
caudé-putamen du Cobaye, alors qu ' i ls  sont très rares chez l e  Rat (TAKAGI e t  
a l . ,  1984). Toutefois, des résultats pré1 iminaires nous incitent à penser que 



ces neurones CCK-1 striataux sont les neurones à NPY. Ces dernier constituent 

u n  système d' interneurones 1 ocaux (CHRISTIE e t  a l . ,  1986) donnant une 

i nnervation bien différente des "fibres 1 aineuses" CCK-1 . Celles-ci pourraient 
donc avoir une origine extrinsèque, c ' e s t  à dire provenir de corps cellulaires 

CCK-1 localisés dans des régions connues pour projeter dans l e  néostriatum, 
comme le  mésencéphale (FALLON e t  a l . ,  1983b), l e  thalamus (SUGIMOTO e t  a l . ,  

1985) e t  diverses aires corticales (voir ZABORSZKY e t  a l . ,  1985). 
Chez l e  Rat, dont l e  caudé-putamen est  pauvre en corps cellulaires CCK-1, 

1 'origine de 1 ' IR-CCK néostri atale a été t rès  discutée. 

Dans cette espèce, l e  tegmentum mésencéphalique est t rès  riche en 
neurones CCK-1 (HOKFELT e t  a l . ,  1980a e t  b ; VANDERHAEGHEN et  al . , 1981b). Une 

grande partie de ceux-ci contiennent aussi de la dopamine ( D A )  e t  contribuent 
au circuit  mésolimbique mixte à CCK-81DA qui projette en particulier dans les 
tubercules olfactifs e t  1 e noyau accumbens (HOKFELT e t  al., 1980a e t  b ; 

STUDLER e t  a l . ,  1981 e t  1984 ; WILLIAMS e t  a l . ,  1981 ; FALLON e t  a l . ,  1983b ; 

LOOPUI JT e t  VAN DER KOOY, 1985). Une petite partie seulement des neurones CCK-1 
du  tegmentum ventral projetterait vers l e  caudé-putamen (FALLON e t  al ., 1983b ; 
FALLON e t  SEROOGY, 1985) . 

Chez l e  Cobaye, nous n'avons jamais observé de neurones marqués dans 
1 'a i re  tegmentale ventrale (comme le  remarquent HOKFELT e t  a l . ,  1986b1, e t  

seule l a  substance noire latérale contient de très rares péricaryons 
faiblement CCK-1. Ces résultat sont t o u t  à f a i t  cohérents avec 1 ' IR-CCK faible  
de l'accumbens e t  des tubercules olfactifs observée dans cette espece. Cette 

IR-CCK pourrait correspondre aux af férences CCKergi ques cortical es e t  

amygdaliennes de ces régions comme ce1 a a été décrit chez l e  Rat (voir STUDLER 

e t  a l . ,  1985 e t  ZABORSZKY e t  a l . ,  1985). 11 parait donc peu vraisemblable que 

1 ' IR-CCK t rès  dense du néostri atum du Cobaye soit d'origine tegmentale. 

En f a i t ,  1 a 1 i ttérature f a i t  é ta t  de grandes différences interspécifiques 
relatives à 1 a présence de CCK dans 1 es circuits dopami nergiques tegmentofuges 

ascendants (HOKFELT e t  a l . ,  1980a e t  b ,  1984b, 1985 ; MARKSTEIN e t  HOKFELT, 

1984 ; MICELI e t  a l . ,  1987). D l  autres origines o n t  été proposées chez l e  Rat 
pour l a  CCK néostriatale. Par des dosages de ses concentrations après diverses 
1 ésions chi rurgi cal es, certains auteurs 1 ui attribuent une origi ne 
essentiellement cortico-amygdal ienne (MEYER e t  al . ,  1982a1, e t  d'autres une 
origine mixte, mésencéphalique e t  corticale (MARLEY e t  al . ,  1982 ; GILLES e t  
a l . ,  1983). 

L'hypothèse de projections denses cortico- e t  arnygdalo-striatales demeure 
plausible chez l e  Cobaye puisque de t rès  nombreux neurones CCK-1 sont présents 
dans les aires néocorticales, l e  cortex piriforme et l e  complex amygdalien. 



Toutefois, une très vaste population de neurones CCK-1 a été récemment 
mi se en évidence dans l e  thalamus du Chat (WAHLE e t  ALBUS, 1985). Certains de 
ces neurones CCK-1 projettent dans l e  striatum (SUGIMOTO e t  al ., 1985). La 
population neuronique CCK-1 que nous avons détectée dans l e  thalamus du Cobaye 

es t  très semblable à celle décrite chez le  Chat, ce qui suggère 1 'existence de 

circuits CCKergiques thalamo-striataux chez l e  Cobaye e t  qui donc rend 

plausible l'hypothèse d'une origine mixte (corticale e t  thalamique) de la  CCK 

néostriatale dans cette espèce. Notons cependant qu' i l  a été rapporté chez l e  

C h a t ,  avec l a  présence de nombreux neurones CCK-1 dans l e  tegmentum 

mésencéphalique, ainsi que de fortes analogies entre les distributions des 
fibres CCK-1 e t  dopaminergiques dans l e  striatum (MARKSTEIN e t  HOKFELT, 1984 ; 

HOKFELT e t  a l . ,  1984b e t  1985). Cela suggère que dans cette espèce, 

l'innervation CCKergique serait d'origine mixte, thalamique e t  mésencéphalique, 
e t  peut ê t re  même aussi en partie corticale puisque de nombreux corps 
cellulaires CCK-1 sont présents dans l e  cortex du Chat (voir FREUND e t  a l . ,  
1 986). 

Le rôle de l a  CCK dans l e  striatum pourrait consister en une modulation 

complexe de 1 'activité dopaminergique (voir bibliographie dans MARTIN e t  al . , 
1986, dans FREEMAN e t  B U N N E Y ,  1987, e t  dans GYSLING e t  BEINFELD, 1987). 

Noyaux du l i t  de la  s t r i e  terminale 

Les marquages que nous avons obtenus dans la région des noyaux du 1 i t  de 

1 a s t r i e  terminale du Cobaye sont t o u t  à f a i t  comparables à ceux décrits dans 

1 a même région chez l e  Rat (WOODHAMS e t  a l . ,  1983). Peu d'informations sont 
disponibles en ce qui concerne l e  rôle de 1 a CCK dans cette région. Les 
connexions CCKergiques des noyaux du l i t  de 1 a s t r i e  terminale sont elles aussi 

mal connues, bien que cette région soit très riche en structures CCK-1. Ci tons 

pour mëmoire les aires amygdaliennes, septo-préoptiques e t  hypothalamiques 
antérieures comme terri toires cibles des neurones du l i t  de l a  s t r i e  terminale 

(De OLMOS e t  a l . ,  1985). 

Septum 

Nos résultats font état  du marquage, dans le  septum, de concentrations 
modérées de fibres variqueuses verticalement orientées e t  surtout vi si bles dans 
1 es parties 1 atéroventral es ce cette régi on, ainsi que de terminai sons 



périsomatiques réparties dans l e  septum latéral en général. Ces deux 

observations suggèrent que des afférences CCKergiques d ' origi ne ventrale 
i nnerveraient modérement 1 e septum, 

Chez l e  Rat, les fibres CCKergiques septales ont été interprétées comme 
étant issues de circuits mésolimbiques HOKFELT e t  a l . ,  1980a et  b )  

hi ppocampof uges (GREENWOOD e t  al . ,  1981 ; voi r bi bl iographi e dans TOTTERDELL e t  
SMITH, 1986). Nous avons mentionné plus haut l a  non visualisation chez l e  
Cobaye du circuit CCKergique mésol imbique. Cependant, chez cette espèce, de 
nombreux neurones sont présents dans l e  complexe hippocampique ( G A L L ,  1984). 

Toutefois, les marquages anti- CCK-8 obtenus dans l e  septum, de par leur 
ressemblance avec 1 'innervation POMCergique tubérofuge de cette région 

(KHACHATURIAN e t  a l . ,  1985), évoquent p l u t ô t  1 'éventuel le  existence de circuits 

/ "CCKergiques" hypothal am-sept aux ascendants. Chez 1 e Cobaye, des corps 

( cellulaires CCK-1 sont en effet  localisés dans l e  noyau arqué (CIOFI e t  TRAMU, 

1 1985) e t  pourraient donc être  à 1 'origine des fibres e t  terminaisons 
visualisées dans je septum (voir la deuxième partie du mémoire). 

Régions préoptiques 

Nous avons dëcrit u n  marquage intense de la  région préoptique l a t o  sensu 
chez l e  Cobaye. Comme cela a été rapporté chez l e  Rat, 1 'ovlt est  pauvre en 
IR-CCK.  Celle-ci a surtout été détectée dans u n  organe circumventriculaire que 
nous avons nommé "préopt ico-commi ssural " (pco) eu égard à sa 1 ocal i sati on 
(Pl .Vb) .  Cette structure remarquagle semble ne pas exister chez l e  Rat. 
L'origine de 1 'innervation CCKergique du pco du Cobaye nous est  inconnue. 
Pourrai t-el1 e être en re1 ati on avec 1 ' important groupe de neurones vi sua1 i ses 
dans le  noyau préoptique médian? A notre connaissance, i l  n'a pas été mis en 
évidence de popul ation neuronique CCK- 1 i dentiquement 1 ocal i sée dans 1 ' aire 

préoptique du Rat (SIMERLY e t  SWANSON, 1987). L'IR-CCK d u  pco e t  de l'organe 
subfornical semblent être variables d'un animal à 1 'autre, ce qui reflète peut 
être les f l  uctuations de paramètres homéostasiques inconnus. 

Si 1 'on excepte ces deux différences interspécifiques, ainsi que 
l'absence de marquage du noyau suprachiasmatique que nous avons constaté chez 

1 e Cobaye, les structures CCK-1 sont apparemment i dentiquement distribuées chez 

1 e Cobaye e t  l e  Rat. 
Chez cette dernière espèce, u n  des rôles exercées par la CCK dans 1 ' a i r e  

l préoptique serait 1 a modulation des fonctions sexuel les. L '  innervation CCK-1 

1 des régions riches en cellules gonadolibérinergiques (SIMERLY e t  a l . ,  1986 ; 
l 



SIMERLY e t  SWANSON, 1987), 1 'existence d'un dymorphisme sexuel de l a  

distribution des structures CCK-1 dans 1 ' a i r e  préopticohypothal amique (MICEVYCH 

e t  al ., 1987), ainsi que 1 'action sur l a  sécrétion de LH qu'a l e  CCK-8 injecté 
i n vivo dans cet te  régi on (KIMURA e t  a l . ,  1983 ; HASHIMOTO e t  KIMURA, 19861, 

sont autant d'arguments expérimentaux en faveur d'une t e l l e  hypothèse. Nous 
reprendrons cet te  discussion dans 1 a seconde partie de ce travai 1 . 

Hyoothal amus e t  neurohypophyse 

Nos résultats  re la t i f s  à l'hypothalamus du  Cobaye font é ta t  d'une IR-CCK 

intense, dont l a  distribution diffère par deux points de ce qui e s t  décrit  chez 

l e  Rat .  Ces deux différences interspécifiques frappantes sont, d'une part l a  

virtuel 1 e absence de marquage anti -CCK-8 des neurones magnocell ul aires du NPV 

e t  du NSO, e t  d'autre part l a  présence de nombreux corps cel lu la i res  

immunoréactifs dans l'ensemble de l'ARC (CIOFI e t  TRAMU, 1985 e t  1986a, b 

e t  c ) .  

La présence de CCK dans 1 'axe hypothalamo-neurohypophysaire d u  Rat e s t  

unanimement reconnue. Plusieurs auteurs font é t a t  chez cet animal, d ' u n  

marquage intense de nombreux neurones magnocellul aires à 1 a fo is  dans l e  NPV e t  

1 e NSO, e t  de 1 a présence de fortes concentrations de f ibres CCK-1 dans l e  lobe 

nerveux de 1 ' hypophyse (VANDERHAEGHEN e t  al . , 1978, 1980a, 1981a e t  1985 ; 
LOREN e t  al . , 1979a ; VANDERHAEGHEN , 1981 ; DESCHEPPER e t  a l . ,  1983 ; KISS e t  
a l . ,  1984a ; PALKOVITS e t  a l . ,  1984 ; REHFELD e t  a l . ,  1984 ; MICEVYCH e t  a l . ,  
1987) .De f a i t ,  ces neurones magnocell ul aires CCK- 1 projettent dans 1 a 
neurohypophyse (BEINFELD e t  a l . ,  1980 ; KISS e t  al . , 1984a ; PALKOV ITS e t  a l  . , 
19841, e t  sont, pour une grande partie d 'entre eux, des ce1 lules 
ocytocinergiques (VANDERHAEGHEN e t  a l . ,  1981a ; MARTIN e t  a l . ,  1983). Dans 
l ' axe  hypothalamo-neurohypophysaire du Rat, l'IR-CCK représente essentiellement 
l e  CCK-8 (BEINFELD e t  a l . ,  1980 ; MARLEY e t  a l . ,  1984b), qui semble intimement 
1 iée aux fonctions des systèmes à neurophysine (BEINFELD e t  a l . ,  1980 ; ANHUT 

e t  al . , 1983 ; DESCHEPPER e t  a l . ,  1983 ; MARLEY e t  al . , 1984a). 
Chez 1 e Cobaye, 1 ' absence d ' IR-CCK que nous avons constatée dans 1 es 

neurones magnocellulaires doit ê t r e  rapprochée du  t r ès  fa ible  nombre de f ib res  

marquées dans l e  lobe nerveux. Ces observations ont é té  fa i t es  à 1 a fo is  chez 

des animaux colchicinisés e t  chez des animaux normaux, ce qui permet d'exclure 

1 que ce t te  absence de marquage so i t  due à un  ef fe t  indésirable de l a  colchicine. 
1 D'autre part, nos immunsérums anti -CCK-8 marquent parfaitement 1 ' axe 



61 7 Chat 
634 Porc 
633 Chi nchi 11 a 
633 Cobaye 
634 Homme 
617 Rat 
634 Chèvre 
61 7 Ov,Bov 
634 Chien 

- - -P-V-A- -RT- -S- - - - - -  A A ------- 
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F i g  8  : SEQUENCES CONNUES DE DIFFERENTES GASTRINES, comparées à l a  g a s t r i n e  humaine. - 
Les séquences données s o n t  c e l l e s  de mo lécu les  p u r i f i é e s  
e x t r a i t e s  du t u b e  d i g e s t i f .  
L e s  aminoacides en p o s i t i o n  i d e n t i q u e  son t  r e p r é s e n t é s  p a r  des t i r e t s .  

G17, " l i t t l e  g a s t r i n l '  ; 634, " b i g  g a s t r i n ' l .  
617 Ov,Bov : G17 o v i n e  e t  bov ine .  
Les  l e t t r e s  s o u l i g n é e s  i n d i q u e n t  l a  séquence commune avec l a  c h o l é c y s t o k i n i n e  

( t r a i t  d i s c o n t i n u ) ,  l a  séquence u t i l i s é e  comme haptène dans l a  p r é p a r a t i o n  de 1 '1s-14 
( t r a i t  c o n t i n u )  e t  1 '1s -15  ( p o i n t s ) .  

N o t e r  que l a  G33 de Cobaye, e t  c e l l e  du C h i n c h i l l a ,  s o n t  l e s  mo lécu les  l e s  p l u s  
é l o i g n é e s  s t r u c t u r a l e m e n t  de l a  634 humaine ( l a  " l i t t l e  g a s t r i n I 1  é t a n t  un 
hexadecapep t ide ) ,  e t  que l ' h e x a p e p t i d e  N - t  de l a  617 de Rat  comporte deux 
s u b s t i t u t i o n s  p a r  r a p p o r t  à l a  mo lécu le  d ' o r i g i n e  humaine. 

SE, Ac i d e  p y r o g l u t a m i q u e  
* , E x t r é m i t é  C- amidée 
, R a d i c a l  = H  ou  SO H  
? E x t e n s i o n  N - t  de ? a  G17 non séquencée après  p u r i f i c a t i o n  de l ' ho rmone ( R a t )  ou 

inconnue  (Chat ,  Boeu f  e t  Mouton). 
Références : BONATO e t  a l . ,  1986a e t  b  ; REEVE e t  a l . ,  1981 ; SHINOMURA e t  al . ,  198?. 

A b b r é v i a t i o n s  u t i l i s é e s  pour  l e s  ac ides  aminés : 
A l a ,  A : a l a n i n e  ; Arg,  R  : a r g i n i n e  ; Asn, N  : asparag ine  ; Asp, D : a c i d e  
a s p a r t i q u e  ; Asx, B  : asparag ine  ou a c i d e  a s p a r t i q u e  ; Cys, C : c y b t é i n e  ; Gln,  Q : 
g l u t a m i n e  ; Glu, E : a c i d e  g lu tamique  ; Glx, .? : g l u t a m i n e  ou a c i d e  g lu tamique  ; Gly,  
G : g l y c i n e  ; H i s ,  H  : h i s t i d i n e  ; I l e ,  1 : i s o l e u c i n e  ; Leu, L  : l e u c i n e  ; Lys,  K : 

l y s i n e  ; Met, M : m é t h i o d i n e  ; Phe, F : p h é n y l a l a n i n e  ; Pro, P : p r o l i n e  ; Ser,  S  : 
s é r i n e  ; T h r ,  T : t h r é o n i n e  ; Trp,  W : t r y p t o p h a n e  ; Tyr ,  Y : t y r o s i n e  ; Va l ,  V 
v a l i n e .  



hypothal amo-neurohypophysaire du Rat, ainsi que ce1 ui de 1 a Souri s .Quel 1 e es t  
donc 1 a signification de 1 'absence d i  IR-CCK dans l e  système hypothal amo- 
neurohypophysaire du  Cobaye ? 

Très récemment, MICELI e t  a l .  (1987) o n t  rapporté l'absence to ta le  de 
marquage anti -CCK-8 dans les  neurones parvi- e t  magnocel lulaires du NPV chez l e  
Hamster. En revanche, 1 a présence d '  IR-CCK a é t é  décrite dans les  neurones 
magnocell ul ai res hypothalamiques chez 1 e Boeuf (VANDERHAEGHEN e t  a l . ,  1980b, 

1981a e t  b ; REHFELD e t  a l . ,  1984), l e  Chien e t  l e  Singe (LOTSTRA e t  a l . ,  
1980), e t  dans une dense innervation de 1 a neurohypophyse chez 1 e Boeuf e t  1 e 
Chi en (VANDERHAEGHEN e t  al . , 1980b, 1981a e t  b )  , chez 1 e Chat e t  1 e Porc 
( LARSSON e t  REHFELD, 1981 ; REHFELD e t  al . , 1984) . 

Ces différences interspécifiques révèlées par l'immunohistochimie sont de 
pl us doublées de différences i nterspécifiques concernant 1 a nature du matéri el 
i mmnoréactif contenu dans 1 e système magnocel lu1 aire de chacun de ces 
mammifères. Ainsi , chez l e  Rat, l e  Boeuf e t  l e  Mouton, l e  lobe nerveux contient 
essentiellement de 1 a CCK (BEINFELD e t  a l . ,  1980 ; BEINFELD, 1982 ; REHFELD e t  

a l . ,  1984 ; BEINFELD e t  CIARLEGLIO, 1985). Il  contient à l a  fo i s  l a  CCK e t  son 
hormone apparentée, 1 a gastri  ne, en concentrations rel a t i  ves non négl igeabl es 

chez l e  Singe Rhésus e t  l'Homme (REHFELD e t  a l . ,  1984 ; BEINFELD e t  CIARLEGLIO, 

1985), e t  renferme presque exclusivement de 1 a gastrine chez le  Chat e t  l e  Porc 

(LARSSON e t  REHFELD, 1981 ; REHFELD e t  a l . ,  1984). 

L i  absence d l  IR-CCK du système magnocellulaire du Cobaye reflète-t-el  l e  
donc l a  présence exclusive de gastrine dans ce chez cet te  espèce ? 

Bi en que LARSSON e t  REHFEL ( 1  979a) aient détecté de fa ib les  
concentrations de gastrine dans l e  SNC du Cobaye, l es  résultats  négatifs de 

1 ' immunocytochimie ne sauraient s i  expliquer totalement de ce t te  façon. En 
e f fe t ,  conformément à 1 'homologie structurale notoire qui touche 1 es 
pentapeptides C - t  des deux molécules (DOCKRAY,  1976 e t  1978 ; REHFELD, 1981a e t  

b )  , nos anti-CCK-8 croisent avec 1 a gastrine (voir Matériel e t  Méthodes), ce 
qui e s t  i l l u s t r é  par l e s  bons marquages du système hypothalamo- 
neurohypophysaire obtenus par leur emploi chez 1 e Porc (non i 1 l u s t r é ) .  
Toutefoi s ,  ces mêmes i mmunsérums ne donnent q u  ' un f a ib le  marquage du 1 obe 
nerveux chez l e  Chat, par ai 1 leurs qua1 i tativement comparable à celui observé 
chez 1 e Cobaye. Des différences structurales entre l es  gastrines d'origine 
porcine (voir  BONATO e t  a l . ,  1986a), (voir  REEVE e t  al ., 1981) e t  cavine (voir  
BONATO e t  a l . ,  1986b), en dehors du pentapeptide C - t  portant 1 ' essentiel de 
1 ' ac t iv i té  biologique de 1 a molécule (voir Fi g.8),  pourraient engendrer des 

conformations stériques différentes des t ro i  s molécules qui seraient al ors 

reconnues différentiellement par nos anticorps anti-CCK-8. Ce qui expliquerait 



CCK- 58 + 
~ o m $ e ~  MNSGVC LCVLMAVLAAGALTQPVP PADPAGSGLQRAEEAPRRQLRVSQRTDGESRAHL 
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Fig  9 : SEQUENCES CONNUES D E  DIFFERENTES CCK E T  PRE-PRO-CCK, comparées à l a  CCK - 
humaine. 
Les aminoacides en p o s i t i o n  i d e n t i q u e  s o n t  r e p r é s e n t é s  p a r  des t i r e t s .  

a ,  Séquences d é d u i t e s  de l ' A D N .  
b ,  Séquences d e  molécules  p u r i f i é e s  à p a r t i r  d ' e x t r a i t s  cé rébraux  (Chien) ou 

i n t e s t i n a u x  (Cobaye) .  
, R a d i c a l  HSO 

3 ' * , Acide amine à e x t r é m i t é  C - t  amidée dans l e s  formes m o l é c u l a i r e s  l i b r e s .  
?, F i n  de séquence connue. 
CCK-58, CCK-39, CCK-33, CCK-12, d i f f é r e n t s  f ragments  e x t r a i t s  du cerveau.  
La séquence e n t r e  c r o c h e t s  r e p r é s e n t e  l ' o c t o p e p t i d e  C - t  (CCK-8) u t i l i s é  comme 

h a p t è n e  dans l a  p r o d u c t i o n  d e s  immunsérums IS 1518 (anti-CCK-811s) e t  IS  86 ( a n t i -  
CCK-8). 

Les  l e t t r e s  s o u l i g n é e s  i n d i q u e n t  l a  séquence commune avec l a  g a s t r i n e .  
Note r  que l a  CCK du  Cobaye e s t  l a  s e u l e  molécule p r é s e n t a n t  une s u b s t i t u t i o n  dans 

son o c t o p e p t i d e  C - t .  
R é f é r e n c e s  : FRIEDMAN e t  a l . ,  1985 ; TAKAHASHI e t  a l . ,  1985 ; Z H O U  e t  a l . ,  1985. 



1 a non vi sua1 i sati on de 1 ' hypothétique gastri ne neurohypophysai re chez 1 e 

Cobaye. Nous ne perdons pas non plus de vue que, dans t e l l e  ou t e l l e  espèce, l a  

gastrine puisse conserver au moins une partie de 1 'extension C - t  présente dans 

son précurseur ( pro-gastri ne), ou q u  ' el 1 e pui sse ne pas conteni r 1 a séquence 

commune à l a  CCK sous sa forme complète e t  amidée (REHFELD e t  LARSSON, 1981 ; 

REHFELD, 1986). 

Ces remarques restent val ables dans l e  cas où  de 1 a CCK non visualisée 

plutôt que de l a  gastrine serait présente dans l e  système hypothalamo- 

neurohypophysaire du Cobaye. La CCK intestinale du Cobaye a été partiel lement 
séquencée. Cette espèce est jusqu'à présent l a  seule chez laquelle 1 'on a i t  
identifié une substitution d'aminoacide dans 1 'octopeptide C - t  ( Z H O U  e t  al ., 
1985) (voir Fig.9). Puisque cela a toujours été l e  cas chez les autres 
mammifères (GUBLER e t  a l . ,  1984) ; on peut s'attendre à ce que chez le  Cobaye, 
CCK neurale e t  intestinale soient identiques. Cette substitution (Va1 au lieu 

3 de Met ) dans le  CCK-8 du  Cobaye ne semble pourtant pas géner outre mesure sa 
détection immunocytochimique e t  immunologique dans 1 'ensemble d u  SNC si 1 'on 
s 'en réfère aux travaux précédemment pub1 iés ainsi qu'à nos propres résultats. 
11 est  donc peu probable que, s i  tel en é t a i t  le cas, cette substitution 
particulière au Cobaye soit 1 a cause de 1 'absence d' IR-CCK dans les neurones 
magnocell ul aires hypothalamiques. 

Dans l e  b u t  d'apporter une réponse aux questions posées par l'existence 

de te l les  diffërences i nterspécifiques dans la distribution de 1 ' IR-CCK-8 dans 

1 e système hypothal amo-neurohypophysaire des mammifères, nous avons préparé 

deux immunsérums dirigés, 1 'un contre 1 ' hexapepti de N-termi na1 de 1 a gastri ne 

1 7  humai ne , 1 ' autre contre 1 ' heptadecapeptide N-termi na1 de 1 a gastrine 34 

humaine (voir Tableau 1 e t  Fig.8). Aucun de ces immunsérums n'a donné de 
résultats positifs ni chez le  Cobaye ni chez l e  Rat, alors qu ' i ls  marquent tous 
deux parf ai tement 1 a neurohypophyse porcine ( n o n  i 1 1 ustré) . Ces résultats 

suggèrent que 1 ' hypothal arnus du Cobaye ne contient pas de gastri ne. Toutefois, 

1 a gastrine d u  Cobaye ( ZHOU e t  a l . ,  1985) est assez différente structuralement 

de l a  gastrine humaine (Fig.8) contre 1 aquelle o n t  été produits nos 
immunsérums, ce qui expliquerait 1 'inefficacité de ces derniers chez u n  
Rongeur. 

Compte-tenu de 1 'exi stence de vari antes dans l e  métabolisme post- 
traductionnel des pré-pro-hormones qui semble caractéri ser 1 e système 
"gastrine/cholecystokinine" (ENG e t  al ., 1982 ; GUBLER e t  al ., 1984 ; REEVE e t  

a l . ,  1986 ; REHFELD e t  HANSEN, 1986), nos résultats immunocytochimiques ne nous 
permettent donc pas de conclure de façon définitive sur la  signification de 
1 ' absence d ' IR-CCK-8 constatée dans l e  système hypothal amo-neurohypophysaire du 



Cobaye. 
Si nous n 'avons pas pu marquer les neurones magnocel lu1 aires chez 1 e 

Cobaye, comment expliquer alors l a  présence de quelques fibres variqueuses 
CCK-1 dans 1 a tige pituitaire et  le  lobe nerveux ? Comme nous l e  verrons dans 
l e  seconde partie de ce mémoire, nous pensons pouvoir attribuer une origine 
précise (noyau arqué) à cette faible innervation CCK-1. 

Si, dans le  N P V ,  1 es neurones magnocell ul ai res ne sont pas marqués, en 
revanche, de nombreux neurones parvicellulaires o n t  réagi, confirmant chez l e  

Cobaye 1 es observations précédemment effectuëes chez le  Rat (LOREN et  a l  . , 
1979a ; VANDERHAEGHEN e t  al  . , 1980a ; KISS e t  al . ,  1984a, PALKOVITS e t  al . , 
1984 ; MICEVYCH e t  a l . ,  1987). 

Dans cette dernière espèce, i l  a été montré que des neurones 

parvicell u l  aires CCK-1 envoient 1 eur axone au contact des vai sseaux portes dans 

1 a zone externe de 1 ' émi nence médi ane (KISS e t  al . , 1984a), où une IR-CCK 

péri portale modérement dense est décri t e  (HOKFELT e t  al . ,  1978 ; LOREN e t  al . , 
1979a ; A N H U T  e t  a l . ,  1983 ; DESCHEPPER e t  a l  ., 1983 ; KISS, 1985 ; 
VANDERHAEGHEN e t  a l . ,  1985). Celle-ci semble être sensible à des modifications 

physi 01 ogiques comme 1 a surrénalectomie, qui provoque sa d i  spari tion ( A N H U T  e t  
a l . ,  1983 ; DESCHEPPER e t  a l . ,  1983). Cette IR-CCK intraxonale de l'éminence 
médiane externe représente bien de l a  CCK susceptible d 'ê t re  exocytée ( A N H U T  e t  
a l . ,  19831, ce qui suggère donc 1 'existence d'un tractus paraventriculo- 

i nfundi bu1 aire CCKergique à compétence très vrai semblablement hypophysiotrope. 
Ces vues sont renforcées par plusieurs études in vitro montrant que l a  CCK,  e t  
en particul i er 1 e CCK-8, possède des propriétés sécrétagogues i ntrinsèques. 
Nous retiendrons surtout ici  son action stimul atrice sur 1 a sécrétion dlACTH 

(MEZEY e t  a l . ,  1986 ; mais voir ITOH e t  a l . ,  1979 e t  aussi SANDER e t  PORTER, 

1982) e t  de B-endorphine (MEYER e t  a l . ,  1982c ; MATSUMURA e t  a l . ,  1983). 

Dans leur ensemble, ces observations sont en faveur de l'intervention de 
1 a CCK dans 1 'axe hypothal amo-hypophyso-surrénal ien comme u n  CO-facteur 
corticotrope, e t  rappellent donc de façon frappante les études relatives à la  

présence de vasopressine (VP)  dans l e  circuit  paraventricuio-infundi bu1 aire 

corticol ibérinergique chez l e  Rat surrénalectornisé (TRAMU e t  PILLEZ, 1982 ; 

TRAMU e t  al . ,  1983 e t  1984 ; KISS e t  al., 1984b ; SAWCHENKO e t  a l . ,  1984 ; 

ALONSO e t  al ., 1986 ; MEZEY e t  al ., 1986 ; PLOTSKY e t  SAWCHENKO, 1987 ; mais 
voir aussi WHITNALL e t  a l . ,  1987). 

Des travaux immunohistochimiques on t  donc exami né 1 'éventualité de 1 a 
coexistence de CCK e t  de corticolibérine (CRF) dans les neurones 



parvi ce1 1 ul aires du NPV. Chez 1 e Rat non surrénal ectomi sé, 1 ' IR-CCK e t  1 ' IR-CRF 

sont apparemment contenues dans des systèmes différents. La surrénalectomie du 

Rat provoque l'apparition d'IR-VP et/ou d'IR-CCK dans de nombreux neurones à 

CRF, d'autres cellules parvicell ulaires ne présentant que 1 'une des t ro is  
i mmunoréacti vites (CRF, VP, ou CCK) (MEZEY e t  a l . ,  1986). Les neurones 
parvicellulaires ne montrant que l'IR-CCK après et/ou avant surrénalectomie 
constituent peut être les circuits paraventriculo-infundi bu1 aires CCKergiques 
responsables d'autres régulations qui sont reflétées par les actions in vitro 
de l a  CCK sur les sécrétions hypophysaires somatotrope (MORLEY e t  a1 ., 1979 ; 

MATSUMURA e t  al . , 1984), e t  mammotrope (MALARKEY e t  al . , 1981 ; mai s voir 
aussi VIJAYAN e t  a l . ,  1978 e t  1979).  

Que ces fonctions hypophysaires soient régulées par de l a  CCK en 
provenance de neurones situés en dehors du NPV mais contribuant aussi au 
système hypothalamoinfundi bulaire demeure cependant plausible. Obtenir une 
t e l l e  réponse chez l e  Rat à 1 'aide de 1 'immunocytochimie appliquée à 1 'étude de 

1 a coexi stence CCK/CRF dans 1 ' émi nence médi ane est  une tâche rendue impossible 

par le  f a i t  qu'après surrénalectomie l'IR-CCK disparaît progressivement de la 

zone externe ( A N H U T  e t  a l . ,  1983 ; DESCHEPPER e t  a l  . , 1983 ; MEZEY e t  al . , 
1 986) . 

Nous avons entrepris l 'étude comparée de l a  distribution des IR-CRF e t  
IR-CCK chez 1 e Cobaye normal. Dans cette espèce, comme chez l e  Rat, 1 a 
surrénalectomie provoque 1 ' apparition d' IR-VP dans 1 e système paraventri cul o- 
i nfundi bu1 ai re à CRF (TRAMU e t  PILLEZ, 1982 ; TRAMU e t  a l  . , 1983 e t  1984). Chez 
1 ' animal normal col chi ci ni sé, de nombreux neurones parvi ce1 1 u l  aires CCK- 1 sont 

distribués dans l e  NPV e t  présentent une distribution t rès  similaire à ce1 le 
des cellules à CRF. Nous avons montré i c i ,  grâce à l a  technique du double 
marquage avec élution des anticorps (TRAMU e t  a l . ,  1978), que chez l e  Cobaye, 
l a  coexistence CCK/CRF pouvait être mise en évidence dans un faible nombre de 
neurones parvi ce1 1 u1 ai res sans surrénal ectomi e e t  donc dans des conditions où 
1 a fonction corticotrope n'est pas surstimulée. Nous avons de plus effectué des 

comparai sons des dis t r i  butions respectives des innervations péri portales 
CCKergi ques e t  CRFergi ques dans 1 ' émi nence médi ane du Cobaye, ce1 1 e-ci s 'y 

prêtant bien car étant de plus grande t a i l l e  e t  mieux régionalisée que celle du 

Rat. La parfaite identité des distributions des deux innervations péri portales, 

ainsi que 1 a démonstration de 1 a coexistence d'  IR-CCK e t  d' IR-CRF dans des 
fibres variqueuses dans l a  zone externe, sont des arguments morphologiques qui 

suggèrent t rès  fortement que, chez l e  Cobaye, 1 ' innervation péri portale CCK-1 

es t  identique à e t  représente 1 a plus grande partie de 1 ' innervation CRFergique 

(CIOFI e t  TRAMU, 1986a). Toutefois la  démonstration définitive de l a  



coexistence de CCK e t  de CRF dans les terminaisons péri portales des axones 

paraventr iculo-infundibul  aires ne pourra bien sûr qu'être apportée par 1 a 
microscopie électronique. D' autre part, savoir s i ,  comme dans l e  cas de 1 a 
coproduction de CRF e t  de VP (WHITNALL e t  a l . ,  1985) , 1 es deux neuropeptides 
sont stockés dans les mêmes granules neurosécrétoires demeure aussi primordial. 

Dans 1 eur ensemble, les résultats imrnunohi stochimiques que nous avons 
obtenus chez l e  Cobaye, confirment bien les observations effectuées chez l e  Rat 

(MEZEY e t  a l  ., 19861, e t  de plus, tendent à attribuer une origine 
essentiel lement paraventricul aire â 1 ' innervation péri portale CCKergique m i  se 
en évidence dans 1 'éminence médiane chez cette espèce. 

Comme nous 1 'avons mentionné plus haut ,  l a  distribution de 1 'IR-CCK dans 

1 'hypothalamus médiobasal du Cobaye diffère de ce qui est décrit chez l e  Rat 
par la présence de nombreux péricaryons CCK-1 dans le  noyau arqué. Ce marquage 

anti-"CCK/gastrineM que nous avons décrit pour  1 a première fois chez u n  

Mammifère (CIOFI e t  TRAMU, 1985 e t  1986a) a aussi été rapporté chez u n  Poisson 
(DOERR-SCHOTT et  a l . ,  1979a e t  b )  ,un Amphi bien (NOTENBOOM e t  a l . ,  1981) e t  un  
Reptile (REINER e t  BEINFELD, 1985) , ce qui suggère qu'il  n'est pas une 

exception, e t  que l a  mise en place d'un système "CCKergique" dans 
l'infundibulum s ' e s t  effectué relativement t ô t  chez les Vertébrés. Nous avons ' recherché s i  ce marquage pouvait être obtenu chez d'autres Mammifères e t  

1 'avons mis en évidence chez l e  Chat (CIOFI e t  TRAMU, 1986b et  c ) ,  l e  Lapin 
(non i 1 lustré) e t  1 'Homme, ce qui lui procure u n  caractère plus "universel". 

C'est à l 'étude de l a  signification de ce marquage anti-CCK-8 e t  à cel le  
des projections du système neuronique visualisé, que nous avons consacré l a  
seconde partie de ce mémoire. Nous y présentons des arguments qui nous 
conduisent à considérer que ces neurones constituent u n  système tubéro-extra- 
i nfundi bu1 aire mu1 tipeptidergique vraisemblablement impliqué dans d'importantes 
rétroactions physiologiques centrales. 

Hormis 1 'absence de 1 ' IR -CCK dans 1 e système hypothal amo- 

neurohypophysaire e t  sa présence dans u n  système neuronique du noyau arqué, l a  

distribution des structures CCK-1 dans 1 'hypothalamus du Cobaye reflète 

parfaitement ce qui est décrit chez l e  Rat (VANDERHAEGHEN,  1985). 

La présence de péricaryons CCK-1 est signalée chez l e  Rat, comme nous 

1 'avons observé chez le  Cobaye, dans 1 'aire hypothalamique dorsale, l e  noyau 

dorsomédi an, 1 ' hypothal amus 1 atéral e t  postérieur (voir MICEVYCH e t  a l . ,  1987). 



Les fibres e t  terminaisons nerveuses immunoréactives semblent être aussi 

détectées dans les mêmes rëgions hypothalamiques chez les deux espèces. On 

remarquera particul ièrement 1 a concentration i mportante de fibres e t  

terminai sons marquées dans 1 e noyau ventromédi an. Chez 1 e Rat, ce1 1 es-ci sont 
des efférences CCKergiques du noyau parabrachial relayant des informations en 

provenance du complexe vagal (PALKOVITS e t  al . ,  1982 ; INAGAKI e t  a l . ,  1984 ; 

YAMANO e t  a l . ,  1984 ; ZABORSKY e t  a l . ,  1984 ; FALLON e t  SEROOGY, 1985 ; DAY e t  

a l . ,  1986 ; AKESSON e t  a l . ,  1987). Dans ce circuit,  l a  CCK serait  impliquée 

dans la régulation de 1 a prise alimentaire (FULWILLER et  SAPER, 1985 ; KOW e t  
PFAFF, 1986). Soulignons pour f in i r  que, comme nous le  verrons plus loin, une 
partie de 1 'innervation CCK-1 du diencéphale du Cobaye pourrait ê t re  issue des 
neurones du noyau arqué. 1 I 

Adénohypophyse 

Nous avons rapporté ici une IR-CCK t rès  intense dans l'adénohypophyse du 

Cobaye. Ce1 le-ci i ntéresse, comme nous 1 ' avons démontré, 1 a majorité des 

cellules corticomélanotropes. Des observations similaires o n t  ëté précëdement 

effectuées à 1 'aide d'anticorps reconnaissant l a  partie C - t  de la  CCK chez l e  
Chien, l e  C h a t ,  l e  Porc e t  1 'Homme, alors qu'aucun marquage n'a été décrit dans 

1 ' adénohypophyse du Rat (LOTSTRA e t  al . , 1980 ; LARSSON e t  REHFELD, 1981 ; 

VANDERHAEGHEN, 1981 e t  1 985 ; VANDERHAEGHEN e t  al . , 1985) . Sui vant 1 ' espèce, 
1 ' IR-CCK gastri ne de 1 ' adénohypophyse refl èterai t 1 ' exi stence simultanée ou non 

de CCK e t  de gastrine, présentes en concentrations relatives variables, ou 
parfois non détectabl es immunocytochimiquement (REHFELD, 1978c e t  1986 ; 

LARSSON e t  REHFELD, 1981 ; REHFELD e t  LARSSON, 1981 ; BEINFELD, 1982 ; REHFELD 

e t  a l . ,  1984 e t  1985 ; BEINFELD e t  CIARLEGLIO, 1985 ; VANDERHAEGHEN e t  a l . ,  
1985). Comme nous 1 ' avons exposé pl us haut, nous n ' avons pu obtenir aucun 
marquage sur 1 'adénohypophyse du Cobaye à 1 'aide d'immunsérums anti- (1 -6 )  

hG17 e t t  anti - (1-1 71hG34, ce qui suggère que 1 ' IR-CCK qu'on y détecte est due 
à l a  présence de CCK vraie. 

Le rôle des différentes formes de CCK e t  de gastrine adénohypophysaires 
e s t  encore i nconnu. Pourrai ent -el 1 es n' avoir que des actions i ntercel 1 u l  aires 
1 ocales ? Ou pourraient-el'les être sécrétées vers des organes cibles lointains 

( e t  lesquel s )  comme 1 es dérivés de 1 a pro-opiomél anocortine qu'el les 
accompagnent ? 

Si te l  é t a i t  l e  cas, l a  recherche d'un facteur hypophysiotrope spëcifique 

~ devrait ê t re  entreprise. Pourrait-il s 'agir  du  CRF ? De façon surprenante, l a  



présence de ces molécules dans l'adénohypohyse n'a pas suscité l ' in té rê t  que 

1 'on aurait pu attendre. Peut ê tre  est-ce dû en partie à 1 eur virtuel le  absence 
de 1 'adénohypophyse de Rat, seule a ê t re  couramment cultivée in vitro, 

De même, que dire de 1 'existence d' IR-CCK dans les cellules 
thyréotropes? Nous ne savons s ' i l  s ' ag i t  ou non de la  même entité moléculaire 

que ce1 le présente dans les cellules corticomélanotropes, ni si e l le  est  

sécrétée, e t  s i  oui dans quelles conditions. La CCKIgastrine ne possède pas 

d 'activité en t a n t  que stimuline hypophysaire. Ce n'est pourtant pas le  seul 

peptide à avoir été détecté dans 1 a cellule thyréotrope, puisque différents 

auteurs y o n t  mis en évidence des enképhalines (TRAMU e t  LEONARDELLI ,  1979 ; 

BEAUV ILLAIN e t  a l . ,  1980) e t  de 1 a substance P ( D E  PALATIS e t  a l . ,  1982). 
Très récemment, i 1 a été implicitement suggéré que chez l e  Porc (REHFELD, 

1986), l a  CCK adénohypophysaire se trouvait sous forme inactive car amputée de 
son octopeptide C - t ,  e t  qu'elle pourrait n'être pas sécrétée dans l a  
circulation générale. A notre avis, rien n'indique que l ' ac t iv i té  de ces formes 

de gastrine e t  de CCK supposées être  sécrétées par 1 'hypophyse dans l e  sang 
périphérique soit  aussi portée par cette fraction C - t  don t  1 'exi stence n'est  
pas non plus à priori obligatoire. 

De t rès  nombreux corps cellulaires o n t  réagi dans l e  thal amus du Cobaye. 
Chez l e  Rat, aucun péricaryon CCK-1 n'a pu ê t re  visualisé dans cette région 

( V A N D E R H A E G H E N ,  1985) . Cette différence i nterspécifique majeure est  cependant 

retrouvée chez l e  Chat dans l e  thalamus duquel 1 a même population neuronique 

CCK-1 a été décrite (WAHLE e t  ALBUS, 1985). De plus, dans cette espèce, ces 
neurones contiendraient aussi, avec 1 a CCK, 1 a neurotensine etlou 1 es 

enképhal i nes (SUGIMOTO e t  al . , 1985) . Cette popul ation de neurones 
mu1 tipeptidergiques projetterait, entre autres régions, dans l e  s t r i  atum e t  1 es 

couches profondes du  cortex (SUGIMOTO e t  al . ,  1985). Chez 1 e Hamster (MICELI e t  

a l  . , 1 9871, seul 1 e noyau paraténi al soutient quelques neurones CCK- 1. 
Comment expliquer l'absence d'IR-CCK dans u n  tel système chez le  Rat ? 

La réponse réside, nous semble-t-il, dans une étude autoradiographique 
récente de 1 ' hybridation i n s i tu d'une sonde r i  bonucléotidique complémentaire 
de 1 'ARN messager du CCK sur des coupes de cerveau de Rat.  Les résultats 
présentés dans ce travail démontrent l a  liaison de cette sonde 

r i  bonucléotidique dans  des neurones thal amiques (SIEGEL e t  YOUNG, 1985). Ce1 a 
suggère fortement que dans ces neurones, l e  gène de la  CCK est  transcrit en u n  



A R N  messager qui doit être traduit en une pré-pro-CCK don t  l e  métabol i sme 
post-traductionnel ne conduit pas à u n  peptide reconnaissable par les anticorps 

uti l isés jusqu'à présent par différents auteurs chez le  Rat.  Il existerait donc 

l bien u n  système CCKergique dans l e  thalamus du Rat. 

La même hypothèse pourrait ê t re  avancée pour expliquer d'une part chez le  
Cobaye, 1 ' absence de marquage anti -CCK-8 des systèmes mésol imbiques e t  
hypothalamoneuro-hypophysaires, e t  d'autre part, celle chez l e  Rat, des 
neurones du  noyau arqué. 

Cette interprétation rejoint les conclusions d'une étude biochimique 
récente montrant que différentes formes moléculaires de l a  CCK, portant des 

extensions ou/et des délétions N - t  ou C - t  importantes pouvaient ê t re  extraites 
d u  cerveau ( R E H F E L D  e t  HANSEN,  1986), ce qui reflète certainement, au delà de 
1 'hétérogênéité moléculaire du neuromodulateur, l'hétérogénéité fonctionnelle 
des neurones CCKergiques du SNC. 



CONCLUSION GENERALE 

Pris dans 1 eur ensembl e, nos résultats morphologiques o n t  f a i t  apparat t r e  

que 1 a distribution de 1 ' IR-CCK dans 1 'hypophyse, le  système limbique e t  les 
aires corticales adjacentes du  SNC du Cobaye tricolore (Cavia porcellus L .  ) 

s'écarte de ce qui est décrit chez l e  Rat de par  : 

* son absence : 

- d u  système méso-1 imbique, 

- du  noyau suprachi asmatique, 

- du  système hypothal amo-neurohypophysai re, 

* sa présence : 

- dans des i nterneurones mu1 t i  pept idergi ques du  néostri atum, 
- dans des neurones du noyau préoptique médian, 
- dans 1 ' innervation d'une structure circumventricul aire particulière 

au Cobaye e t  dénommée ici  "organe préopt i CO-commi ssura1 " , d o n t  1 e 

rôle reste à définir, 
- dans des neurones mu1 tipeptidergiques tubéro-extra-infundi bu1 aires 

du noyau arqué, 
- dans des neurones thalamiques probablement en partie striatopètes 

e t  corti copètes, 
- dans les cellules corticomélanotropes e t  thyréotropes de 

1 'adénohypophyse. 

De par ses 1 imites, 1 'immunohistochimie, ne saurait bien entendu pas 
apporter, à el le  seule, une signification définitive aux différences 
i nterspécif iques que nous avons mi ses en évidences. 

L'absence d'IR-CCK dans tel ou tel  système ne reflète pas forcément 
1 ' absence de synthèse du peptide neuromodul ateur par 1 e neurone. 

En outre, comme nous en avons discuté déjà, i l  nous parait raisonnable de 

penser, en s'appuyant sur des données biochimiques récentes (REHFELD e t  HANSEN, 

1986) e t  sur des résultats d'hybridation in si tu (SIEGEL e t  YOUNG, 1985), que 

les différences de marquages observées entre espèces révèlent plutôt des 
variantes d u  métabolisme post-traductionnel de la  préprohormone d'un système 
neuronique e t  d'une espèce à 1 'autre. 



SECONDE PARTIE 

La cholécystokinine du noyau arqué: sa colocalisation avec divers neuropeptides 

chez quelques Mammifères dont l'Homme. 



INTRODUCTION 

L'hypothalamus médiobasal a u n  rôle important dans l e  contrôle de 
/ 1 'activité hypophysaire. 

11 es essenti el 1 ement représenté par 1 e noyau arqué ( N A R C )  e t  1 'émi nence 
médiane, q u i  constituent 1 a régi on i nfundi bu1 aire. 

l Ce1 le-ci fut  à 1 'origine considérée comme 1 ' aire hypophysi otrope (HALASZ 

1 e t  a l . ,  1962) contenant 1 es neurones producteurs des facteurs hypothal amiques 

responsables du contrôle neuroendocrine de 1 'antéhypophyse (voir HARRIS, 1971). 
Par l a  suite, l a  notion d'aire hypophysiotrope a du ê t re  étendue à 

1 1 'ensemble de 1 ' hypothal amus. En effet ,  parmi 1 es différents systèmes 

neuroniques neuroendocri nes identifiés jusqu'à ce jour (pour une revue récente, 

voir HOFFMAN et  a l . ,  19861, seul 1 e système somatol ibérinergique, dernier 

1 caractérisé (BLOCH e t  a l  ., 1984b), est localisé dans le  NARC. 

I 11 y constitue u n  système tubéro-i nf undi bu1 aire peptidergi que analogue au 
système tubéro-infundibul aire dopaminergique auquel i 1 s '  intègre partiel lement 
( voir HOKFELT e t  a l . ,  1986a). 

I De nombreux autres systèmes peptidergiques sont localisés dans l e  NARC 

/ (voir EVERITT e t  a l . ,  1986). Leur participation aux projections peptidergiques 

/ périportales est de mieux en mieux définie (voir la  discussion). 11 ressort 
l 1 cependant des études actuelles de l a  neuroanatomie chimique du NARC que cet te  

régi on contient de nombreux neurones pept i dergi ques qui projettent 1 eurs axones 
n o n  pas dans 1 'éminence médiane, mais en dehors de l a  région infundibulaire, 

comme 1 e suggéraient d'ai 1 leurs de p l  us anciens travaux électrophysiologiques 
(voir MAKARA e t  HODACZ, 1975). 

I C' est sur troi s de ces système tubéro-extra-i nfundi bu1 aires du  NARC que 

1 nous avons centré 1 'étude que nous présentons e t  discutons i c i .  



RESULTATS 

Les observations rapportées ici sont l e  f ru i t  d'une étude 

i mmunohi stochimique comparée de 1 a distri  bution de plusieurs immunoréactivi tés 
anti -neuropeptide dans 1 ' aire hypophysiotrope (noyau arqué e t  éminence médi ane) 
de quatre Mammifères. 

La population neuronique du  NARC à IR-CCK initialement mise en évidence 
chez l e  Cobaye a été comparée chez cet animal 2 d'autres systèmes neuroniques 
de 1 a même régi on qui montrent des caractéri stiques cytoarchi tectoniques e t  
topographiques sembl ab1 es. Ces derniers sont représentés par les populations 
neuroniques marquées par des immunsérums anti -somatol i béri ne humai ne 
( hGHR 1-44NH2, hGHRF) , anti -neuropeptide Y (NPY) , anti -somatostati ne (SOM), 

ainsi que par les neurones contenant 1 a pro-opiomél anocortine (POMC)  e t  ses 
dérivés. 

Cette étude comparée chez- le  Cobaye nous a permis, en particulier, de 

mettre évidence 1 a colocali sation d' IR-CCK, IR-hGHRF e t  d '  IR-NPY dans une même 
e t  vaste population neuronique du NARC, e t  a été par l a  suite étendue à 

d'autres espèces (Chat, Rat, Homme) dans 1 e b u t  de nous assurer qu'il  ne 
s 'agi ssait pas d'une particularité du Cobaye. 

L'exposé des résultats obtenus commence par u n  bref rappel méthodologique 
qui sera suivi de remarques d'ordre général. 

RAPPEL METHODOLOGIQUE 1 - ----------------- ----------------- 

Quel que soit  l e  tissu étudié, l e  même protocole est  adopté. Des séries 
de coupes toutes adjacentes entre el les  sont récupérées e t  traitées chacunes 
par 1 es immunsérums don t  nous voulons comparer 1 es marquages. 

Pratiquement, t ro is  séries de coupes adjacentes subissent deux réactions 
i mmunohi stochimiques successives avec él u t  ion des anticorps, selon 1 a séquence 
suivante : 1 a première série subit une première réaction anti-NPY, puis, après 
élution des anticorps, une seconde réaction détectant 1 a POMC ; l a  seconde e t  
1 a troisième série sont respectivement incubées par des anti -CCK e t  des 
anti -hGHRF, puis, après él ution, sont toutes deux trai  têes par des a n t i  -NPY. 

Les marquages obtenus en premier temps, préal ablement photographiés, sont 
comparés aux nouvelles réactions. 

Dans des expérimentations para1 lèl es, 1 es marquages anti -NPY e t  



anti-hGHRF o n t  été comparés aux marquages, anti -CTPG, anti -SOM e t  

anti -(ACTH/Bendorphi ne), sur coupes adjacentes ou sur 1 es mêmes coupes après 
une, voire deux élutions (soi t  deux ou trois marquages successifs). 

Préci sons cependant, que 1 a sensi bi 1 i t é  des différents antigènes au 
traitement chimique de 1 'élution est  variable, ce q u i  détermine u n  ordre à 

suivre dans 1 a réalisation des différentes réactions immunohi stochimiques. 

Ainsi, les réactions anti-CCK e t  anti-hGHRF doivent impérativement ê t re  

effectuées dans l e  premier temps. Les réactions an t i -CTPG,  anti-ACTH et  

anti-B- endorphine sont aisément effectuées après une première élution, alors 

que 1 es marquages anti -NPY e t  anti -SOM demeurent inchangés après deux él utions. 

Les caractéristiques des différents immunsérums uti 1 i sés sont rapportées 
dans le chapitre Matériel e t  Méthodes (Tableau 1 ) .  

I I  - ---------- GENERALITES ---------- 

Chez l e  Cobaye, l e  Chat e t  l e  Rat, l a  visualisation de péricaryons dans 
1 e NARC nécessi t e  1 e traitement par 1 a colchicine. Ce dernier n 'al tère par 

1 ailleurs en rien l a  distribution des fibres e t  terminaisons nerveuses dans l e  
NARC e t  1 'EM observée chez 1 'animal non traité.  Les péricaryons de 1 ' a i re  
hypophysiotrope de 1 'hypothalamus humain sont spontanément immunoréactifs. I l s  

ne représentent toutefois certainement pas 1 a total i té des neurones 
potentiellement producteurs des antigènes recherchés. 

Comme nous l'avons précédemment mentionné, des deux antisérums anti-CCK-8 

employés, seul 1 ' IS 15/8 produit contre 1 e CCK-8 non sulfaté, marque des 

péricaryons dans l e  NARC du Cobaye e t  de l'Homme dans les conditions classiques 
de 1 ' imrmnohi stochimie (sans traitement enzymatique préal able des coupes 1. 
Toutefois, 1 '1s 86, dirigé contre l e  CCK-8 sulfaté, détecte, comme 1'1s 15/8, 

des péricaryons dans 1 'ARC chez l e  Chat et  le  Lapin ( n o n  i l lus t ré) .  Chez le  

Rat ,  1 'IR-CCK de péricaryons dans 1 'ARC est toujours faible (parfois 
indétectable) e t  n'est visualisée que par 1'1s 15/8. Tous les autres 

immunsérums uti l isés ic i  o n t  donné de bons marquages de corps cellulaires, 

fibres e t  terminaisons nerveuses dans 1 'aire hypophysiotrope du  Cobaye, du 

Chat ,  du Rat e t  de l'Homme, que nous décrirons dans cet ordre. 
Chez 1 e Cobaye, 1 es marquages anti -hGHRF, anti -CCK, anti -NPY e t  anti - 

ACTH, o n t  é té  comparés entre eux sur coupes adjacentes e t  sur les mêmes coupes 

après élution des anticorps. De plus, le  marquage anti-NPY a été comparé, après 

élution des anticorps, d'une part au marquage anti-SOM, e t  d'autre part au 
marquage a n t  i -CTPG. 



Chez l e  Rat, les marquages anti-NPY, anti-CCK, anti-hGHRF, et  anti-  
ACTH/B-endorphine o n t  été comparés sur coupes adjacentes e t  sur les mêmes 
coupes après élution des anticorps. De plus, les marquages anti-NPY e t  anti-  

hGHRF o n t  été comparés aux marquages anti -SOM. 

Chez 1 'Homme, 1 es marquages anti -CCK, anti -NPY e t  anti -hGHRF o n t  été 
comparés sur coupes adjacentes e t  sur les mêmes coupes après élution des 

anticorps. De plus, les marquages anti-hGHRF, anti-CTPG e t  anti-NPY o n t  é té  

comparés sur 1 es mêmes coupes après deux élutions, en t ro i s  réactions 
successives . 

L'AIRE HYPOPHYSIOTROPE D U  COBAYE 111 - .............................. 
--------------------A--------- 

A - Distribution de 1 'IR-NPY - 

Chez 1 'animal non colchi cini sé, 1 ' IR-NPY es t  détectée dans de nombreuses 

fibres e t  terminaisons nerveuses distribuées dans 1 'ensemble du NARC e t  dans 1 a 
zone interne subépendymaire de 1 'EM, alors qu'elle est virtuellement absente de 

1 a zone externe. Dans l e  NARC antérieur (rétrochi asmatique), les fibres NPY-1 
sont orientées en tous sens dans l e  neuropi le, e t  en périphérie, semblent 
i rradier vers 1 'hypothalamus 1 atéral e t  périventriculaire. La densité des 
prolongements NPY-1 augmente avec 1 ' avancée caudale. Dans 1 a portion 
i nfundibulaire e t  rétro-infundibul aire du  NARC, les fibres e t  terminaisons 
nerveuses NPY- 1 semblent s ' arranger autour de péri caryons non marqués 1 ocal i sés 

dans les parties 1 atéroventrales de ces régions. La tige pituitaire contient 

des concentrations modérées de fibres NPY-1 qui, uniformément distribuées dans 
sa portion rostral e, adoptent une 1 ocal i sati on ventrale à 1 ' approche du 1 obe 
nerveux de 1 ' hypophyse. 

Le traitement par 1 a colchicine provoque 1 ' apparition d'une IR-NPY t rès  
intense dans de très nombreux corps cellulaires de t a i l l e  moyenne (20-25 um) 
distribués dans 1 'ensemble du NARC e t  dans 1 a zone interne de 1 a 1 èvre dorsale 
de 1 'EM. 

Dans la  portion rétrochiasmatique du NARC, ces péricaryons NPY-1 occupent 
1 e t i e r s  ventral de cette région ( P l .  XI Ial ) . Dans les portions infundibulaires 

(Pl .XVa2 e t  XVIIbl ) e t  rétro-infundibul aires de ce noyau ( P l  .XIIal ) , les corps 
cellulaires NPY-1 sont aussi détectés, en faible nombre, en périphérie des 

régions dorsales e t  1 atérales. I l s  sont toutefois plus rares, voire absents, 
dans les régions 1 atéroventrales e t  dorsales périventricul aires d u  NARC, étant 
essenti el 1 ement concentrés dans 1 es régi ons médi anes péri ventri cul ai res. Dans 



1 e NARC caudal, 1 es péricaryons NPY-1 occupent le  p l  ancher du récessus 

prémamill aire d u  troisième ventricule e t  s'étendent aussi latéralement dans 1 a 
base de l'hypothalamus. Avec l'évagination de I'EM, les corps cellulaires NPY-1 

envahissent 1 a zone interne subventricul aire de 1 a lèvre dorsale (Pl .XVIIal e t  
b l  1 . I l s  y sont détectés, en une population abondante e t  très compacte, dans 
toute 1 'étendue de 1 'EM jusqu' à 1 ' i ndi vidual i sation de 1 a tige pituitaire dont 
i 1s sont absents. Ces cellules NPY-1 étant t rès  semblables aux péricaryons 
NPY-1 rencontrés dans l e  NARC, nous considérons qu ' i l s  appartiennent à une même 
population neuronique qui peut, néanmoins, être fonctionnellement hétérogène. 

Comme chez 1 'animal non-trai té ,  1 ' IR-NPY de 1 ' animal t ra i té  par 1 a 
colchicine est  virtuel lement absente de 1 a zone externe de 1 'EM (Pl .XVa2 e t  
XVIIbl). Seules quelques fibres variqueuses NPY-1 t rès  éparses y sont 

rencontrées ça e t  là, e t  sont apparemment en léger re t ra i t  de l'espace 

péri vascul ai re. 

B - Distribution de 1 'IR-CCK - 

L '  IR-CCK, généralement modérée, est  détectée dans des corps ce1 1 u1 aires,  
fibres e t  terminaisons nerveuses présentant une distribution t o u t  à f a i t  

identique à ce1 1 es des structures NPY- 1 dans 1 'ARC e t  1 a zone interne de 1 ' E M  

(Pl.XIIb1, XIIIal e t  XIVbl). 
Cependant, e t  comme nous l'avons exposé dans la  première partie de ce 

travail ,  1 ' IR-CCK est  aussi détectée dans des concentrations modérées de fibres 
e t  terminai sons nerveuses péri portales rassemblées autour des anses i ntra- 
i nfundi bulaires 1 ongues e t  courtes des capi 1 laires de 1 a vascularisation 
porte-hypophysaire ( P l  .VIa e t  b ,  Xa, XIal , e t  XI I I b 1 )  . Cette innervation 
péri portale CCK-1 présente une régional isation caractéristique dans 1 a zone 
externe, où el le  occupe préférentiel lement 1 es plages dorsales e t  
ventromédi anes( P l  .XI 1 I b l  ) . 

C - Distribution de 1 ' IR-hGHRF - 

Comme les IR-NPY e t  IR-CCK,  1 'IR-hGHRF est  détectée dans une innervation 

donse e t  de nombreux péricaryons dans l e  NARC e t  l a  lèvre dorsale de 1 'EM. 
Dans l e  NARC, les péricaryons hGHRF-1 sont distribués dans les mêmes 

aires que les neurones NPY-1 (Pl .XIIcl, XIIIb1 e t  XIVcl), e t  sont de plus, 

1 ocal i sés dans en position dorsale périventricul aire e t  1 atéroventrale dans 



cette régi on (Pl .XI IIbl ) . Dans 1 e NARC rétroinfundi bu1 aire e t  caudal, quelques 
corps ce1 1 ul aires hGHRF- 1 sont aussi di s t r i  bues dorsal ement ainsi q u  ' en 

périphérie du noyau (Pl .XIVcl ) . 
Dans 1 a zone externe de 1 'EM, de nombreuses fibres e t  terminai sons 

1 

l 

péri portales réagissent. Cette innervation péricapi 11 aire hGHRF-1 dense 1 
apparaît cl airement régionalisée. El le occupe les plages 1 atérales de 1 'EM 

l 

externe, qui correspondent aux régions qui ne reçoivent pas d' innervation CCK- 1 
1, comme 1 e montre 1 'examen de coupes adjacentes (comparer al e t  bl dans 1 a 
planche XIII) . 

E - Comparaisons des différents marquages après élution des anticorps - - 

1 ) Comparai son des IR-NPY e t  IR-8-END 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-NPY o n t  été 
décolorées, 61 uées, puis traitées par u n  anti sérum anti - 8-END. Les marquages 
sont comparés. 

Dans 1 e NRC, 1 es ce1 lules 8-END forment une popul ation neuronique 
partageant 1 a même distribution rostrocaudal e que 1 es neurones N P Y -  1. 
Cependant, 1 es corps ce1 lu1 aires ACTH-1 constituent une popul ation neuronique 

pl us 1 âche qui, contrairement aux péricaryons NPY-1, occupe 1 'ensemble du NARC 

e t  tend aussi à envahir les régions adjacentes. La comparaison précise des 

documents photographiques permet de constater sans ambi guité qu'aucune ce1 1 ul e 
NPY-1 ne contient 1 ' IR-8-END (comparer a l  e t  a2 de 1 a P l  .XI 1 et de 1 a P l  .XIV) . 
Le marquage anti-8-END d u  NARC effectué après élution des anticorps est  
comparable au marquage anti-8-END effectué en premier temps sur une coupe 
n 'ayant pas subi 1 e trai  tement d'él ution des anticorps. 

Dans l'EM, l'IR-8-END est  essentiellement détectée dans une 
innervation périportale modérément dense constituée de fines fibres variqueuses 

péri portales droites courant dans 1 a zone externe ( n o n  i 11 ustré) . Comme ce1 a a 
précédemment été démontré chez 1 e Cobaye (TRAMU e t  al . ,  1977) cette innervation 
représente 1 ' innervation gonadol i béri nergique d'origine septopréoptique. De 
même que dans l e  NARC,  1 'IR-NPY e t  1 ' IR-B-END sont contenues dans des 
structures différentes. 

2) Comparaison des IR-CCK e t  IR-NPY 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-CCK o n t  été 



décolorées, éluées, e t  t ra i  tées par 1 ' immunsérum anti-NPY. 
La comparai son des marquages successivement effectués sur 1 es mêmes 

coupes révèle que dans l e  NARC e t  1 a lèvre dorsale de 1 'EM, tous les  

péri caryons e t  1 a majori té  des f i  bres e t  terminai sons nerveuses CCK- 1 

contiennent aussi 1 'IR-NPY (comparer bl e t  b2 de la  Pl .XII, a1 e t  a2 de l a  

Pl .XI II e t  bl  e t  b2 de 1 a Pl .XIV) . Dans l e  NARC, 1 es intensités des deux 
marquages d'un même neurone sont en général corrélées. Dans la  lèvre dorsale de 

1 'EM, 1 'IR-CCK des corps cellulaires est  en général plus faible que l'IR-NPY 

des mêmes ce1 lules (Pl .XI IIal ) . La colocal isation de 1 ' IR-CCK e t  1 ' IR-NPY es t  

aussi retrouvée dans des fibres variqueuses courant dans 1 a tige pituitaire e t  

dans l a  partie ventrale du  lobe nerveux de 1 'hypophyse (non i l lus t r é ) .  
Dans l a  zone externe de 1 'EM, 1 'innervation périportale CCK-1 n'a pas 

réagit, ce qui prouve 1 'efficacité du traitement d'élution des anticorps. Comme 

cela est  observé sur une coupe ayant subi une réaction anti-NPY en premier 
temps sans avoir été éluée, 1 ' IR-NPY est  virtuellement absente de 1 a zone 
externe de 1 'EM. 

3 )  Comparaison - des IR-hGHRF e t  IR-NPY - 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-hGHRF o n t  été 

décolorées, éluées, puis traitées par 1 'immunsérum anti-NPY. 

La comparaison des marquages effectués sur les mêmes coupes révèle 

que dans l e  NARC, 1 a majorité des fibres e t  terminai sons nerveuses hGHRF-1 

présente aussi 1 ' IR-NPY. De plus, tous les corps ce1 l u 1  ai res hGHRF-1 localisés 

dans les parties médianes du NARC, ainsi que les péricaryons distribués en son 
extrème périphérie dorsale et  latérale, e t  ceux présents dans 1 a zone interne 

de 1 a lèvre dorsale de 1 'EM, contiennent aussi 1 'IR-NPY (comparer cl e t  c2 de 

1 a Pl .XII e t  XIV e t  b l  e t  b2 de la P l  .XIII). Une minorité de neurones hGHRF-1 

ne contient pas 1 ' IR-NPY. Ces cellules ne présentant que 1 ' IR-hGHRF sont 
1 ocali sées dans 1 es parties dorsales périventricul aires de 1 'ARC e t  dans sa 
région ventrolatérale où el les  se groupent en formation ovoide dense 
1 X I I I b 1  Quelques péricaryons à IR-hGHRF seule sont aussi distribués dans 

1 es rëgi ons dorsal es d u  NARC rétro-infundibul aire (Pl .XIVcl ) . 
Dans 1 a zone externe de 1 'EM, 1 ' IR-NPY est  virtuellement absente, 

prouvant 1 a rëussite du  trai  tement d'el u t i on  des anticorps. 

En concl usion, ces résultats démontrent 1 a coexi stence d' IR-CCK d ' une 



part, e t  d'IR-hGHRF d'autre part, dans tous les neurones NPY-1 du NARC et  de l a  
1 èvre dorsale de 1 'EM. Quelques neurones essentiel lement 1 ocal i sés dans 1 es 
parties dorsales e t  ventrol atéral es du NARC ci rcum-i nfundi bu1 aire ne semblent 

contenir que 1 ' IR-hGHRF e t  représentent environs 1 e dixième de 1 a population 

neuronique visualisée par notre immunsérum anti-hGHRF. 

4 )  Comparaison des IR-CTPG e t  IR-NPY - - 

Après que cette étude a i t  été achevée, nous avons eu 1 'occasion 

/ d 'uti  1 i ser u n  immunsérum produit contre 1 a parti e C-termi nale du pré-pro-GHRF 

1 humain ou CTPG (voir BLOCH e t  al ., 1986). 11 é ta i t  donc intéressant de savoir 
1 s i  cet immunsérum produit à partir d'une molécule d'origine humaine e t  ne 

1 reconnai ssant pas la séquence du hGHRF pouvait conduire à 1 'obtention de bons 

( marquages chez l e  Cobaye, e t  lesquels. 
L'anti-CTPG a donné de bons résultats chez le  Cobaye colchicinisé, 

quoique 1 ' intensité de 1 ' IR-CTPG soit légèrement plus faible que 1 ' IR-hGHRF 

chez cette espèce. 

Dans 1 e NARC de Cobayes colchi ci ni sés, 1 ' IR-CTPG est détectée dans 

une innervation t rès  éparse restreinte aux régions riches en corps cellulaires 
i mmunoréacti fs  . Ceux-ci sont essentiel 1 ement 1 ocal i sés dans 1 es régi ons 
dorsales périventriculaires e t  ventrolatérales de 1 a portion circum- 
i nfundibul aire d u  noyau ( P l  .XVa e t  XVIal e t  b l  ) . Ces péricaryons CTPG-1 sont 
d 'assez grande ta i l  l e  e t  sont modérement à fortement immunoréactifs ( P l  .XVIbl) . 

Dans 1 'EM, seule 1 a zone externe est marquée. L' IR-CTPG es t  détectée 

dans une innervation péri portale dense occupant préférentiel lement 1 es plages 

1 1 atérales de 1 a zone externe ( P l  .XVal) . 

Les coupes ayant subi 1 a réaction anti -CTPG o n t  été décolorées, 

éluées, puis traitées par 1 ' immunsérum anti-NPY. 
La comparaison précise des marquages successifs effectués sur les  

mêmes coupes révèle que l'IR-CTPG e t  l'IR-NPY sont contenues dans des 
structures nerveuses différentes (P1.XV e t  XVI).  

La distribution des structures CTPG-1 dans l ' a i r e  hypophysiotrope du  

Cobaye, rappelle fortement l a  distribution des structures ne contenant que 
l'IR-hGHRF dans cette région, comme le  montre l'examen de coupes adjacentes 
(comparer Pl .XI 1 Ibl e t  P l  .XVal ) . Ces observations suggèrent qu'i 1 s ' agit 
vrai sembl ab1 ement des mêmes systèmes neuroniques (voir au VI ) . 

1 



5 )  Comparaison des IR-NPY e t  IR-SOM - - 

La démonstration récente (CHRONWALL e t  al . , 1984) de 1 a coexi stence 
de NPY e t  de SOM dans quelques neurones du NARC chqz l e  Rat, puis sa mise en 
cause (EVERITT e t  al ., 1986) nous ont incité à entreprendre une étude comparée 
de 1 a distribution des IR-NPY e t  IR-SOM dans l e  NARC du  Cobaye. 

Nous avons comparé dans 1 'a i re  hypophysiotrope du Cobaye 
colchi cinisé, 1 a distribution de 1 ' IR-NPY e t  de 1 ' IR-SOM, cette dernière étant 

vi sua1 i sée après élution des anticorps sur les mêmes coupes. . 
Dans 1 e NARC e t  1 a zone interne de 1 a 1 èvre dorsale de 1 'EM, 1 ' IR-SOM 

es t  détectée dans une innervation modérément dense, surtout localisée dans l e  

NARC ventro-latéral ( P l  .XVI I a 2 ) .  En revanche, une innervation péri portale t rès  

dense est  détectée dans toute l'étendue rostrocaudale e t  dorsoventrale de l a  

zone externe de 1 'EM (Pl .XVI Ia2 e t  b 2 ) .  Les péricaryons SOM-1 sont peu 
abondants. I l s  sont essentiel lement 1 ocali sés dans 1 es parties médianes 
périventriculaires d u  NARC e t  dans la  région subépendymaire de l a  lèvre dorsale 

de 1 'EM (Pl .XVIIa2). Quelques très rares corps ce1 l u 1  aires SOM-1 sont aussi 

visualisés en extrême périphérie du NARC latéral (Pl .XVIIa2 e t  b 2 ) .  D'avant en 

arrière, 1 es neurones SOM-1 apparaissent, comme 1 es neurones NPY-LI, dans 1 e 
NARC rétrochi asmatique. Il s sont surtout local i sés dans sa portion circum- 
i nfundi bu1 aire e t  disparaissent progressivement dans sa portion rétro- 
i nfundi bu1 ai re alors que 1 es neurones NPY-1 sont encore abondants. 

La comparaison des IR-NPY e t  IR-SOM révèle que quelques rares péricaryons 
contiennent 1 es deux immunoréacti vités . Ceux-ci sont 1 ocal i ses dans 1 es parti es 
périventriculaires d u  NARC, ainsi qu'en périphérie du noyau (Pl .XVII). 
Cependant, 1 'abondance extrême e t  l a  t rès  grande concentration des péricaryons 
NPY- 1 rend souvent diff ic i le  1 ' interprétation des images. Cette difficulté se 
trouve de p l  us accrue par une 1 ocal i sation i ntracel 1 u l  aire apparemment 
différente du matériel NPY-1 e t  du matériel SOM-1, ce qui modifie 1 'aspect d ' u n  

même péri caryon d ' u n  marquage à 1 ' autre. 

11 nous a été toutefois possible d'observer 1 'incontestable 
colocal isation d'IR-NPY e t  IR-SOM dans quelques péricaryons dans l e  NARC du 

Cobaye (Pl . X V  I I )  . Une estimation grossière du nombre des neurones doublement 
marqués indique qu'environ 5% des neurones SOM-1 sont aussi NPY-1. I l s  

représentent vrai sembl ab1 ement moins de 1% de 1 a population neuronique à IR-NPY 
d u  NARC d u  Cobaye. 

1 IV - L'AIRE HYPOPHYSIOTROPE DU CHAT 



A - Distribution de 1 'IR-NPY - 

L'IR NPY es t  détectée dans de grandes concentrations de fibres et  

terminai sons nerveuses dans 1 ' ensemble du NARC. De pl us, des fibres variqueuses 

NPY-1 o n t  é té  observées dans la zone subépendymaire de 1'EM. 

Dans l a  zone externe, seule sa partie la plus rostrale 

(rétrochi asmatique) contient une innervation NPY-1 peu dense ( n o n  i 1 lustré) .  
Celle-ci es t  constituée de fibres variqueuses orientées verticalement qui 
semblent se terminer en léger retrai t  de 1 a vascularisation porte-hypophysaire. 
Partout ai 1 leurs, 1 ' IR-NPY es t  absente de 1 a zone externe, ce qui est 
particulièrement évident lors de 1 'évagination totale de 1 'EM (Pl .XVIII). 

Dans l e  NARC, de nombreux corps cellulaires NPY-1 o n t  été observés. I l s  

sont distribués dans 1 'ensemble du noyau. Apparaissant en faible nombre dans sa 
portion rétrochi asmatique, plus postérieurement, i 1 s envahi ssent rapidement ses 
parties médianes et  dorsales péri ventri cul aires. Ces péricaryons NPY-1 sont 
retrouvés jusque dans 1 a régi on prémami 11 aire ( P l  .XXc2). Quelques corps 
ce1 lu1 aires NPY- 1 o n t  aussi été observés dans 1 a zone subépendymaire de 1 ' EM 

(Pl .XI I I ) .  

B - Distribution de 1 'IR-CCK - 

Dans 1 e NARC, 1 ' IR-CCK es t  modérée à faible. E l  l e  est cependant t rès  
intense dans une innervation péri portale dense distribuée dans toute 1 a zone 

externe ( P l  .XIXbl). La zone interne de 1 'EM e t  l a  neurohypophyse ne présentent 
pas d '  innervation CCK- 1 notable ( n o n  i 1 lustré) . Quelques axones CCK-1 sont 
présents dans l a  zone subépendymaire de 1 'EM. 

La régi on rétrochi asmatique contient de très nombreux neurones CCK-1 qui 
f orment une population périventricul aire qui s'éloigne progressivement du  NARC 

pour coloniser l e  noyau dorsomédian ( n o n  i Ilustré) . Dans l e  NARC 

rétrochi asmatique, d 'autres neurones CCK- 1 de ta i  1 le  1 égèrement supérieure 
constituent u n  groupe que 1 'on retrouve distribué, plus postérieurement, de 
façon identique au groupe de neurones NPY-1. 

C - Di stribution de 1 ' IR-hGHRF - 

Exceptée une i nnervation péri portale hGHRF-1 dense observée dans 1 'EM 

externe (Pl .XXal ) , 1 ' innervation hGHRF-1 de 1 ' aire hypophysiotrope du  chat 



présente les mêmes caractéristiques que 1 ' innervation NPY-1 de cette région. 
Dans 1 e NARC, les corps cellulaires hGHRF-1 sont, comme les péricaryons 

NPY-1, distribués dans toute 1 'étendue rostrocaudale du noyau. I l s  sont 
toutefois plus abondants dans ses régions dorsolatérales e t  ventrol atérales. 

E - Comparaison - des différents marquages après élution des anticorps - 

1 ) Comparai son des IR-CCK e t  IR-NPY 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-CCK o n t  été décolorées, 

61 uées, puis traitées par 1 ' immunsérum anti-NPY. 

La comparaison des marquages successifs révèle que l a  plus grande partie 

des structures CCK-1 d u  NARC e t  de 1 a zone subépendymaire de 1 'EM contient 
aussi 1 'IR-NPY (Pl .XIXb2).  

Dans l a  zone externe de l'€My l'innervation périportale CCK-1 n'a pas 
réagi ( P l  .XIX) . 

Dans l e  NARC rétrochiasmatique, n'ont pas réagi n o n  plus les neurones 
CCK-1 de 1 ' aire périventri cul aire, comme ceux du  noyau dorsomédi an. La majorité 
des neurones CCK- 1 du  NARC sont aussi NPY- 1.  Cependant, quelques rares ce1 1 ul es 
distribuées de manière diffuse dans 1 e NARC ne présentent que 1 ' IR-CCK 
( P l  .XiXcl) . 

2 )  Comparaison des IR-hGHRF e t  IR-NPY 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-hGHRF o n t  é t é  

décolorées, éluées, puis traitées par 1 ' immunsérum anti-NPY. 

Dans 1 a zone externe de 1 'EM, 1 es fibres e t  terminai sons péri portales 

hGHRF-1 n 'ont pas réagi ( P l  .XXa2). 

Dans l e  NARC, l 'essentiel de l'innervation hGHRF-1 ainsi que la  plupart 

des neurones marqués dans l e  premier temps contiennent aussi 1 ' IR-NPY (Pl . X X )  . 
Cependant, quelques neurones hGHRF- 1 distribués de façon diffuse dans 1 e NARC 

dorsolatéral e t  ventrol atéral (surtout dans sa régi on rétroinfundi bu1 aire) ne 

sont pas NPY-1 (Pl .XXcl) . 

La comparaison sur coupes adjacentes des marquages anti-NPY, anti-CCK e t  

anti -hGHRF de 1 a partie rétrochi asmati que de 1 ' E M  montre que 1 es i nnervati ons 



CCK-1 e t  hGHRF-1 o n t  u n  aspect bien différent de celui présenté par la  faible 

i nnervation NPY-1 qu'on observe dans cette régi on uniquement (non i 1 lustré).  

D' autre part, 1 ' innervation CCK-1 de 1 a zone externe de 1 'EM est  plus 

dense e t  présente u n  marquage plus for t  que 1 ' innervation péri portale hGHRF-1 

(partiellement i l lustré  en XIXbl e t  XXal). De plus, s i ,  dans les plages 
1 atérales de l a  zone externe, ces deux innervations o n t  une distribution 
analogue, seules 1 es fibres e t  terminai sons périportales CCK-1 innervent 
abondament 1 es plages médioventrales de 1 a zone externe ( n o n  i 1 lustré) .  

En concl usion, ces résultats démontrent 1 a coexi stence d' IR-CCK, d ' une 

part, e t  d'IR-hGHRF, d'autre part, dans tous les neurones NPY-1 de l ' a i r e  
hypophysiotrope du  Chat. Quelques péricaryons CCK-1, e t  de plus nombreux 
neurones hGHRF-1 n'ont toutefois pas été  marqués par 1 'anti -NPY. 

L'AIRE HYPOPHYSIOTROPE D U  RAT v -  ............................ ............................ 

A - Di s t r i  b u t i o n  de 1 ' IR-NPY 

Comme ce1 les du  Cobaye e t  du  Chat, 1 ' a i re  hypophysiotrope du Rat contient 

de grandes concentrations de corps cel1ulaires, fibres e t  terminaisons 

nerveuses NPY-1. Les prolongements nerveux immunoréactifs sont extrèmement 

nombreux dans toute l'étendue rostro-caudale du NARC, e t  sont particulièrement 

concentrés en formations apparemment périsomatiques etlou péridendritiques dans 
1 es parties ventrol atérales de sa portion circum-infundibulaire (P11XXI IIa2). 

Les péricaryons NPY-1 sont présents en grand nombre, sans di scontinuité, depuis 
1 a portion rétrochi asmatique du  NARC (Pl .XXI Ia2) jusque dans sa portion 1 a pl us 
caudale où i 1s entourent 1 e pl ancher du recessus prémami 11 aire du troisième 
ventricule. Ces neurones NPY-1 sont de petites cellules essentiellement 
distribuées dans 1 es parties médianes péri ventricul aires du NARC ( P l  .XXI Ic2 e t  
XXI IIb2). I l s  sont observés en faible nombre en périphérie du noyau ou 
1 atéralement dans la  base de 1 'hypothalamus, e t  rarement en position dorsale. 

Dans 1 'EM, 1 a zone subépendymaire contient des concentrations faibles de 

fibres variqueuses NPY-1 qui sont quelques fois accompagnées de corps 
ce1 lulaires marqués (Pl .XXI I b 2 ) .  La zone interne, comme 1 a zone externe, ne 

présentent virtuel lement pas d '  IR-NPY (Pl .XXI Ib2, XXI IIb2 e t  XXIVa2). 



B - Di str ibut ion de 1 ' I R - C C K  : 

Les péricaryons C C K - 1  sont identiquement distribués aux neurones NPY-1. 

C - Di s t r i  bution de 1 ' IR-hGHRF 

L'IR-hGHRF, modérée à f o r t e ,  e s t  présente dans de grandes concentrations 

de péricaryons, f i b r e s  e t  terminai sons nerveuses d is t r ibuées  dans tou te  

l 'é tendue rostrocaudale d u  NARC.  Les prolongements nerveux hGHRF-1 sont 

d is t r ibués  de façon identique aux s t ructures  NPY-1. Les corps ce1 lu1 a i r e s  

hGHRF-1 présentent aussi une d is t r ibut ion  t r ë s  s imi la i re  à c e l l e  des 

péricaryons NPY-.I (Pl .XXI 1, XXI I I  e t  XXIV) , mais sont toutefo is  légèrement plus 

abondants que ceux-ci dans 1 es pa r t i e s  dorsales e t  1 atéroventrales d u  N A R C  

(Pl .XXIII e t  XXIV). 

Dans 1 'EM, 1 a zone subépendymaire contient de f a i b l e s  concentrations de 

axones hGHRF-1 e t  quelques ra res  corps ce1 lu1 a i res  marqués ( P l  .XXI Ibl  e t  

XXIVal ) . Des f i b r e s  variqueuses hGHRF-1 sont observêes dans 1 a zone in t e rne ,  

courant en d i rec t ion  des capi 11  a i r e s  portes hypophysaires qui reçoivent une 

innervation hGHRF-I t r è s  dense. Celle-ci e s t  observée dans toute  1'EM externe  

jusque dans l a  portion proximale de l a  t i g e  p i t u i t a i r e  (Pl.XXIIb1, XXIIIal, 

XXIVal, XXVal e t  b l ,  e t  XXVIbl) . A c e t  endroi t ,  l e s  axones hGHRF-1 sont souvent 

rassemblés autour de prolongements tanycytaires ( P l  .XXI IIbl e t  XXVIbl ) . 

D - Comparaison des IR-CCK e t  IR-NPY 

Tous les  péricaryons CCK-1 sont aussi NPY-1 (voir  P1.XXI). 

E - Comparaison des IR-hGHRF e t  IR-NPY 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-hGHRF o n t  é t é  

décolorées, é l  uées, puis t r a i t é e s  par 1 ' irnmunsërum anti -NPY. 

La comparaison des marquages successifs  révèle  que l a  majorité des corps 

ce1 1 ul a i res ,  f i b r e s  e t  terminai sons nerveuses hGHRF-1 d u  N A R C  contient aussi  

1 ' IR-NPY (comparer a l  e t  a2, e t  c l  e t  c2 de 1 a Pl .XXI 1, al e t  bl e t  b 2  de  l a  

Pl .XXI I I ) .  Seuls quelques péricaryons loca l i sés  dans 1 es  par t ies  dorsales e t  

1 atéroventrales de s a  portion circum-infundibulaire ne contiennent pas 1 ' IR-NPY 

(comparer al e t  a2 des  Pl .XXIII e t  XXIV). 

Dans 1 a zone externe de 1 'EM, 1 ' innervation péri portale .ayant  présenté 

1 ' IR-hGHRF n ' a  pas réagi ( P l  .XXI 1, XXIII e t  XXIV) , prouvant 1 ' e f f i c a c i t é  du 



traitement d'el ution ( n o n  i 1 lustré). L' absence d '  IR-NPY dans 1 a zone externe de 
1 'EM est  observée aussi bien avant qu'après ëlution. La coexistence d'IR-hGHRF 
e t  IR-NPY es t  aussi retrouvée dans quelques përicaryons prësents courant dans 
1 a zone subëpendymaire (Pl .XXI Ibl e t  b 2 ) .  

F - Comparaison des IR-hGHRF e t  IR-SOM 

Nous avons comparé, dans 1 'a i re  hypophysiotrope du Rat t r a i t é  par 1 a 
colchicine, 1 a distri  bution de 1 ' IR-hGHRF e t  1 ' IR-SOM, cette dernière étant 

visualisée sur les mêmes coupes après ëlution des anticorps. 
Dans 1 e NARC, 1 ' IR-SOM est détectée dans une innervation t rès  dense 

occupant toute son étendue rostrocaudale ( P l  . X X V )  . De nombreux corps 

cellulaires SOM-1 y o n t  aussi étë observés. Ceux-ci sont localisës dans la 
partie la  plus dorsale du  NARC, e t  n'apparaissent que très postérieurement dans 
1 a portion infundibulaire de cette région (Pl .XXVbl e t  c2). 

Dans 1 'EM, 1 ' IR-SOM est présente dans quelques fibres variqueuses 

cheminant dans l a  zone subëpendymaire, e t  dans de plus nombreux axones courant 
dans 1 a zone i nterne pour apparemnent contribuer à 1 ' i nnervati on péri portal e 
t rès  dense qui est  visual i sëe dans toute 1 'ëtendue rostro-caudale de 1 a zone 
externe (Pl .XXVb2). 

La comparaison des marquages anti -hGHRF e t  anti-SOM montre que 1 es 
rëgions du  NARC contenant des përicaryons hGHRF-1 sont richement innervëes par 

des axones SOM-1 (comparer dans l a  P l  . X X V ,  al,bl e t  cl avec a2,b2 e t  c2). . Dans 
1 a zone externe de 1 'EM, les innervations përiportales hGHRF-1 e t  SOM-1 

présentent une distribution analogue mais constituent deux plexus nerveux 

dissociés (Pl .XXVIbl e t  b 2 ) .  Dans l e  NARC, les populations neuroniques hGHRF-1 

e t  SOM-1 o n t  des distributions globalement diffërentes. Des aires de 

recouvrement ne sont observées que dans l a  partie dorsale du NARC 

rétroinfundibulaire e t  n'intéressent que les neurones les plus périphériques de 

chaque groupe i mmunoréactif ( ( P l  .XXVbl e t  b 2 ) .  Un examen minutieux des 
documents photographiques rëvèl e que, bien que 1 a très grande majori t ë  des 
përicaryons de ce noyau ne contient que 1 'une ou 1 'autre immunorëactivitë, de 

t rès  rares neurones prësentent à 1 a fois  1 ' IR-hGHRF e t  1 ' IR-SOM (Pl .XXV cl e t  

c2 e t  XXVI a l  e t  a2). 

En conclusion, tous les përicaryons NPY-1 de 1 'ARC du Rat contiennent 

1 ' IR-hGHRF. De plus, 1 ' IR-SOM es t  aussi détectée dans moins d'un centième de 1 a 



popu 1 ati on neuroni que hGHRF- 1. 

v 1 - L'-U_RE_-HYLQPHXSI_oTRO!E-DE--IHOMME .................................... 

A - Distribution de l'IR-NPY 

Une IR-NPY très  intense a é té  détectée dans de nombreux corps 

ce1 1 ulaires, fibres e t  terminaisons nerveuses répartis dans 1 'ensemble de 
1 'a i re  hypophysiotrope. 

Les prolongements nerveux NPY-1 sont distribués dans l e  NARC e t  dans 

1 ' hypothalamus médiobasal en général. Les régions recevant une innervation 
NPY-1 abondante sont le  NARC, 1 a partie 1 atérale e t  ventromédiane du noyau 
ventromédian 1 'a i re  périventriculaire e t  1 a base du tuber cinereum. Cette 

innervation comprend des fibres variqueuses courant en tous sens dans l e  NARC 

e t  1 e noyau ventromédi an, e t  des axones immunoréactifs orientés parallèlement 
au troisième ventricule dans 1 ' a i re  périventriculaire. Des sections 
transversales et/ou des terminaisons nerveuses NPY-1 sont surtout observées 
dans l e  NARC e t  le  noyau ventromédian. 

Les corps cellulaires NPY-1, en général très marqués e t  d'aspect 
polymorphe, sont essenti el 1 ement distribués dans 1 es parties 1 es pl us ventral es 
e t  médianes du  NARC (Pl .XXVIIa2). I l s  sont plus rares dorsalement et dans l e  
noyau ventromédi an. Les péricaryons NPY- 1 sont aussi 1 ocal i sés en position 
sous-ventriculaire autour d u  p l  ancher du  troisième ventricule e t  du recessus 

i nf undi bu1 aire (Pl . X X V I  1 Ia2 e t  XXXb2). La concentration des neurones NPY- 1 dans 
l e  NARC augmente d'avant en arrière. 

Dans 1 'EM, seules 1 a zone 1 a plus interne e t  1 a zone sous-ventricul aire 
contiennent une innvervation NPY-1 abondante (Pl .XXVIIa2 e t  XXXa2 e t  b 2 ) .  Dans 

1 a zone neurovascul aire, 1 es fibres variqueuses NPY-1 sont très cl airsemées e t  
ne sont que très rarement observées au contact des vaisseaux (Pl .XXVIIIa2 e t  
XXXIa3). 

B - D i  s t r i  bution de 1 ' IR-CCK 

L' IR-CCK de 1 'hypothalamus médiobasal est faible â modérée. Comme 1 ' IR- 

1 NPY, el 1 e i ntéresse de nombreux péricaryons, fibres et  terminai sons nerveuses 
1 observées dans toute 1 'étendue rostrocaudale du  NARC. Leur distribution est 



analogue à celle des structures NPY-1. De plus, quelques rassemblements de 

fibres e t  terminaisons marquées sont présents dans l e  noyau ventromédian e t  
1 'a i re  prémamillaire. 

Dans 1 'EM, 1 ' IR-CCK es t  détectée dans une innervation moyennement dense 
présente dans 1 a zone sous-ventricul aire e t  1 a zone interne. Cependant, 
contrairement à 1 ' IR-NPY, 1 e marquage anti -CCK i ntéresse aussi des 
concentrations modérées de fibres e t  terminai sons nerveuses dans  1 a zone 

neurovascul aire ( n o n  i 1 lustré) . 

C - Di stribution de 1 ' IR-hGHRF 

Un marquage anti -hGHRF modéré à fort a été obtenu dans 1 ' hypothalamus 
huma in .  

L I  IR-hGHRF es t  détectée dans une innervation dense du NARC e t  du noyau 

ventromédian, ainsi que dans des axones cheminant dans 1 'a i re  périventri cul a i re  

e t  autour du recessus i nfundi bu1 aire. 
Les corps cellulaires hGHRF-1 sont extrêmement nombreux e t  constituent 

une population neuronique occupant 1 'ensemble du NARC ainsi que l a  moitié basse 
d u  noyau ventromédi an, sans discontinuité. Ces neurones hGHRF-1 sont d' aspect 
polymorphe e t  sont distribués dans toute l'étendue rostrocaudale du tuber 
cinereum e t  autour d u  recessus i nfundi bu1 aire du troisième ventricule. 

Dans 1 'EM, 1 'IR-hGHRF est  caractériser des fibres variqueuses cheminant 
dans 1 a zone interne ( P l  .XXXbl ) , et une dense i nnvervation péri portale occupant 
1 'ensemble de 1 a zone neurovascul aire (Pl .XXXIal ) . 

D - Distribution de 1 'IR-CTPG 

L'IR-CTPG a été détectée dans une vaste population neuronique 
essentiel lement distribuée dans les parties dorsales e t  latérales du NARC 

(Pl .XXVIIal) ainsi que dans l a  portion basale du noyau ventromédian. Des 

péricaryons CTPG-1 o n t  aussi été observés de façon occasionnelle dans l e  NARC 

médioventral , e t  en bordure du  troi sième ventricule à 1 a hauteur du noyau 

ventromédian. Cette popu la t i on  neuronique occupe toute l'étendue rostrocaudale 

du NARC mais ne trouve son plein développement que dans 1 a moitié postérieure 
de cette région. 

L'innervation CTPG-1 de l'hypothalamus médiobasal est peu abondante, 
n 'est  concentrée que dans les  régions riches en corps cellulaires marqués e t  



es t  constituée de fines fibres variqueuses accompagnées de profils dendritiques 

( P l  .XXVIIal 1 . 
Dans 1 'EM, de nombreuses fibres e t  terminai sons nerveuses sont 

rassemblées en périphérie des capi 1 laires portes dans 1 a zone neurovascul ai re 
( P l  .XXVIIIal e t  XXXIa2). 

E - Comparaison des IR-CCK e t  IR-NPY 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-CCK o n t  é té  décolorées, 
él uées, e t  traitées par 1 ' immunsérum anti-NPY. 

La comparaison des marquages successifs révèle que tous les corps 

cellulaires CCK-1 contiennent aussi 1 'IR-NPY (comparer b l  e t  b2 dans l a  

Pl .XXXI) . Du f a i t  de 1 a faible intensité du marquage anti -CCK,  1 a coexistence 
des deux i mmunoréactivi tés est d i f f ic i le  à observer dans 1 es prolongements 
nerveux. 

Dans 1 a zone neurovascul aire de 1 'EM, 1 ' innervation péri portale 

précédemment visualisée par 1 'immunsérum a n t i  -CCK n t  a pas réagi. 

F - comparaison des IR-hGHRF. IR-CTPG e t  IR-NPY 

Des coupes frontales, régul ièrement espacées dans 1 ' aire  hypophysi otrope, 
o n t  subi t ro is  réactions successives dans 1 a séquence suivante : u n  premier 
marquage a n t i  -hGHRF, suivi, après élution, d'une réaction anti-CTPG e t ,  après 
une seconde él ution, d'une réaction anti-NPY. 

Les marquages anti-CTPG e t  anti -NPY obtenus après 61 ution sont 
qualitativement e t  quantitativement comparables aux mêmes marquages effkctués 
en u n  premier temps sur des coupes n'ayant pas subi l e  traitement d'élution 
(comparer a l  des Pl .XXVII e t  XXVIII avec, respectivement, a2 e t  b2 de 1 a 
Pl .XXIX e t  a l  de 1 a P l  . X X X )  . . L'examen minutieux des documents photographiques 
révèl e, qu'environ 40% des péricaryons hGHRF-1 contiennent 1 ' IR-NPY mais pas 

1 ' IR-CTPG, que 1 es 60% restants contiennent tous  1 ' IR-CTPG, e t  que quelques 
rares neurones contiennent les trois immunoréactivités (comparer a l  e t  a2 de 1 a 

Pl .XXVII, e t  voir Pl .XXIX) . 
Il  apparaît en f a i t ,  que tous  les neurones NPY-1 contiennent l'IR-hGHRF. 

Au sein d'un même neurone, les intensités respectives des IR-hGHRF e t  IR-NPY ne 

sont pas toujours corrélëes. Souvent, 1 'IR-hGHRF est  ténue alors que 1 'IR-NPY 

est  for te .  Cette situation est  rencontrée en particulier dans les neurones les  



plus ventralement localisés dans l e  NARC (Pl . X X X  bl e t  b 2 ) .  

En revanche, les IR-hGHRF e t  IR-CTPG sont en général d'intensité 
identique dans 1 a même cellule (voir Pl .XXIX) . 

Comme l e  1 aissait prévoir 1 a comparaison sur coupes adjacentes des t ro is  
i mmunoréacti vi tés,  1 es corps ce1 1 u l  aires (hGHRF, N P Y )  -1 sont surtout 1 ocal i ses 
dans 1 e NARC médioventral, les corps cellulaires (hGHRF, CTPG) -1 sont 
distribués dans les parties dorsales e t  latérales de ce noyau ainsi que dans l e  

noyau ventromédi an, e t  les corps ce1 lu1 aires (hGHRF, CTPG, NPY) -1 sont observés 
à 1 ' interface des deux popul ations neuroni ques ( P l  . X X X )  . 

Dans 1 'EM, 1 a zone interne contient des fibres variqueuses (hGHRF, NPY) -1 
( P l  .XXXbl e t  b 2 )  e t  quelques axones (CTPG, NPY) -1 ( P l  .XXXal e t  a 2 ) .  Dans 1 a 
région péricapi 1 laire de 1 a zone neurovasculaire, 1 a majorité des fibres e t  

terminai sons péri portales hGHRF-1 sont aussi CTPG-1 ( P l  .XXXIal e t  a 2 ) .  

De plus, e t  bien qu'elles soient t rès  rares dans la  région 
péricapi 11 aire, quelques fibres e t  terminaisons péri portales NPY-1 sont aussi 

( hGHRF, CTPG) -1 (Pl .XXXIal, a2 e t  a3). . Préci sons que de tel les situations sont 
p l  us qu'occasionnel les. E l  les sont toutefois bien conformes à 1 'observation, 

dans le  NARC, de neurones (hGHRF, CTPG, NPY) -1. De plus, de très rares 
terminai sons péri portal es hGHRF-1 ne contiennent pas 1 ' IR-CTPG mai s présentent 
1 ' IR-NPY (Pl .XXXIal e t  a3). 

En concl usion, ces résultats démontrent 1 a coexi stence d ' IR-CCK d "une 

part, e t  d '  IR-hGHRF d'autre part, dans les neurones NPY-1 de 1 ' a i re  
hypophysiotrope de 1 'hypothalamus humain. De plus, quelques neurones de cette 

région contiennent à 1 a fois 1 ' IR-NPY, 1 ' IR-hGHRF e t  1 ' IR-CTPG. Dans 1 a zone 
neurovascul aire, 1 es IR-hGHRF e t  IR-CTPG sont 1 ocali sées dans une même 
i nnervation péri portale. 

La mise en évidence de l a  coexistence d'IR-hGHRF dans les neurones à NPY 

du  NARC, rapprochée de l'observation du marquage, par l'immunsérum anti-hGHRF, 

de corps ce1 lu1 aires, fibres e t  terminai sons nerveuses à 1 ocal i sation extra- 

hypothalamique, nous a conduit à entreprendre une étude comparée systématique 

de 1 a distribution des deux immunoréactivités dans 1 'ensemble du cerveau du 

Rat .  



A - Di s t r i  b u t i o n  de 1 ' IR-hGHRF extra-infundibulaire 

L' immunsérum anti -hGHRF a détecté de nombreux corps ce1 1 u l  aires, f ibres 

e t  terminai sons nerveuses dans 1 ' ensemble du prosencéphal e e t  dans quelques 
régions mésencéphal iques e t  pontiques. 

Dans l e  cortex, une innervation modérée e t  de nombreux péricaryons o n t  
réagi ( P l  .XXXIIIal, bl e t  c l ) .  Une innervation plus dense est observée dans l e  
cortex pi riforme, surtout dans 1 a couche pyramidale (Pl . X X X I  II f 1 ) . Quelques 

corps cellulaires hGHRF-1 sont présents dans cette région. 
Des corps cellulaires e t  des fibres variqueuses o n t  été marquées dans 

1 ' hippocampe. 
Dans 1 ' amygdale, 1 ' innervation hGHRF- 1 est  surtout di s t r i  buée dans 1 e 

noyau médian e t  dans la portion postérieure des noyaux basaux e t  du noyau 
central . De péri caryons hGHRF- 1 sont di spersés dans tous 1 es noyaux amygdal i ens 
mais sont surtout abondants dans l e  noyau médian. 

De nombreux neurones immunoréactifs ainsi qu'une innervation marquée 

modérée à dense o n t  été observés dans les tubercules olfactifs e t  ( P l  .XXXI II 
g l )  dans 1 'ensemble du striatum (Pl .XXXIII d l  ) .  

Des concentrations plus élevées de fibres variqueuses e t  terminai sons 

nerveuses hGHRF-1 sont présentes dans l e  1 i t de 1 a s t r i e  terminale (Pl .XXXI II 

e l0 ,  l e  noyau accumbens caudal e t  l e  septum latéroventral . Des corps 

cellulaires marqués o n t  été observés dans l a  portion postérieure du l i t  de l a  

s t r i e  terminale. 

Dans 1 ' hypothalamus e t  1 a régi on préopt ique, 1 ' IR-hGHRF caractérise dans 

une innervation moyennement dense distribuée dans toute l ' a i r e  préoptique e t  

dans 1 ' hypothalamus antérieur. Dans 1 'aire périventriculaire, des axones 
marqués courent para1 lèl ement au troisième ventricule. De très fortes 
concentrations de fibres e t  terminai sons nerveuses hGHRF-1 sont présentes dans 

1 e noyau suprachi asmatique. Les plus fortes densi tés de prolongements 
i mmunoréactifs sont observés dans toute 1 'étendue rostrocaudale de 1 a régi on 
parvicell u l  aire d u  noyau paraventricul aire. Les parties magnocel lu1 a i  res 
reçoivent une i nnervation hGHRF-1 pl us clai sermée (Pl .XXXI I a )  . De grandes 
quantités de fibres et  terminai sons nerveuses immunoréactives o n t  aussi é t é  
observées dans 1 ' aire hypothalamique dorsale, 1 e noyau dorsomédi an e t  dans 
1 ' hypothal amus postérieur pour rejoindre 1 a dense i nnervati on du NARC caudal . 
Le noyau ventromédian est peu innervé. 

En dehors de 1 ' hypothalamus médiobasal , relativement peu de corps 
cellulaires marqués o n t  été détectés. I l s  sont localisés dans 1 ' a i re  préoptique 

1 1 atérale, dans e t  autour de, 1 'a i re  hypothalamique antérieure, dans les parties 
l 



ventrales de 1 ' aire périventriculaire, dans 1 ' hypothalamus 1 atéral e t  

dans 1 'aire péri ventriculofornicale (Pl .XXXI IIhl ) . Quelques neurones 
parvicellulaires o n t  été marqués dans l e  NPV (Pl .XXXIIa). 

Dans l e  thalamus, aucun péricaryon n'a réagi. Les seules régions 

contenant quelques fibres immunoréacti ves sont 1 es noyaux centraux, 1 e noyau 

paraventriculaire recevant une innervation hGHRF-1 dense dans toute son étendue 
rostrocaudale. 

En dehors du  prosencéphale, l'IR-hGHRF n'a été détectée que dans quelques 

rares péricaryons faiblement marqués dans le  locus coeruleus caudal e t  dans des 
neurones pl  us i mmunoréactifs di s t r i  bués dans 1 a formation réticulée 1 atérale. 

0 - Comparaison des IR-hGHRF e t  IR-NPY 

Les coupes ayant subi une première réaction anti-hGHRF o n t  é té  
décolorées, éluées e t  traitées par 1 'immunsérum anti -NPY. 

L' analyse f i  ne des documents photographiques montre que 1 a p l  us grande 
partie de 1 ' innervation e t  des corps ce1 l u 1  aires hGHRF-1 contient 1 ' IR-NPY 

(voir Pl .XXXIII). 

Dans les formation té1 encéphal iques, 1 a majorité des structures hGHRF-1 
sont aussi NPY-1. Tous les neurones corticaux contiennent une IR-hGHRF for te  à 

faible ( P l  .XXXIIIal e t  a2, b l  e t  b2, cl e t  c2). En revanche, certains neurones 
s t r i  a taux  présentant 1 ' IR-NPY ne réagi ssent pas à 1 ' anti -hGHRF ( u n  neurone 

doublement marqué est  présenté en dl e t  d2 de l a  Pl .XXXIII). Ce q u i  est valable 
pour 1 e striatum 1 'est aussi pour les régions préoptiques, diencéphal iques, 

mésencéphal iques e t  pontiques, exception fa i te  de 1 ' hypothalamus médi an. 
Dans cette région, quelques rares corps cellulaires hGHRF-1 ne sont pas 

NPY-1 (Pl .XXXIII hl e t  h 2 ) .  Ces neurones de petite t a i l l e  d'aspect circulaire 

ou bipolaires, sont distribués en arrière du noyau ventromédi an e t  occupent 

aussi 1 'a i re  hypothalamique 1 atérobasale e t  dorsale. Dans 1 ' hypothalamus en 

général, quelques fibres nerveuses ne contiennent que l'IR-hGHRF (voire pour  l e  

NPV 1 a P l  . X X X I  1, bl ) . Des prolongements nerveux ne contenant que 1 ' IR-NPY sont 
aussi observés (Pl .XXXI I b Z ) ,  mais la plus grande partie des structures contient 
aussi 1 ' IR-hGHRF (Pl .XXXI I I ) .  

En conclusion, ces observations démontrent l a  coexistence d'IR-hGHRF dans 
l a  majorité des systèmes NPYergiques du cerveau du Rat. Quelques fois,  1 ' IR- 
hGHRF es t  forte, d'autres fois faible, voire i ndétectable. Les intensités des 
deux immunoréacti vi tés au sein d ' une même struc'ture sont souvent corrél ées, 



mais ce n 'est  pas une règle générale. 

C - Comparaison de 1 a distribution des IR-NPY e t  IR-ACTH dans les régions 
1 imbiques du  cerveau du Rat. 

Deux séries de coupes adjacentes o n t  été traitées l'une par l'anti-NPY e t  
1 'autre par 1 'anti-ACTH. 

Comme nous l'avons mentionné plus h a u t  chez l e  Cobaye, l'IR-ACTH et  

l'IR-NPY sont contenues dans des structures différentes de l'hypothalamus 

médiobasal. C'est aussi l e  cas chez l e  Rat. Dans cette espèce, l a  population 

neuroni que ACTH- 1 du NARC représente 1 ' unique popul ati on POMCergi que du  

prosencéphale, e t  donne naissance à l 'essentiel de l'innervation ACTH-1 

vi sua1 i sée dans cette régi on. 
La comparaison des marquages anti-NPY e t  anti-ACTH effectués sur des 

coupes adjacentes met en évidence des analogies remarquables dans l a  

distribution des innervations NPY-1 e t  ACTH-1 dans 1 'ensemble d u  diencéphale 
( n o n  i l l u s t r é ) .  Bien que 1 'innervation NPY-1 soit plus abondante que 
1 ' innervation ACTH-1 i 1 est possible de discerner cl airement des orientations 
similaires e t  des aires de CO-distribution de ces deux plexus nerveux dans de 
nombreuses régi ons . 

Les deux innervations sont détectées dans l e  noyau accymbens caudal, 
entourant 1 a commissure blanche antérieure. El 1 es présentent des orientations 

semblables dans l ' a i r e  préoptique où elles paraissent se diriger vers l e  
septum. El les sont toutes deux présentes dans 1 ' aire périventricul aire e t ,  ont 

une 1 ocali sation identique dans le  NPV, où el les occupent essentiellement les 

parti es parvi ce1 1 u l  aires a l  ors q u  ' el 1 es sont p l  us 1 âches autour des neurones 

magnocel l u 1  aires. Dans 1 'hypothalamus médian, 1 a CO-distribution de 1 ' IR-hGHRF 

e t  de 1 ' IR-ACTH es t  t o u t  à f a i t  évidente dans 1 e noyau dorsomédian et  1 ' a i re  

hypothalamique dorsale. Dans l e  thalamus, elles sont toutes deux retrouvées 

dans l e  noyau paraventriculaire. Citons pour f in i r  une autre de leurs 

caractéristiques communes : leur virtuel le  absence de 1 a zone externe de 
l'éminence médiane alors qu'elles sont présentes dans de nombreux neurones du 

noyau arqué. 



DISCUSSION 

i 
Les travaux rapportés ici  s'intègrent dans l e  cadre généra1 de 1 'étude de l 

1 

la  coexistence de messagers chimiques différents dans u n  même neurone. I 
Depuis 1 es premières démonstrations immunohi stochimiques, i 1 y a dix ans, 

de l a  colocalisation d'un peptide e t  d'une amine dans des neurones 

përi phériques (HOKFELT e t  al . , 1977b) e t  ce1 le de deux neuropeptides différents 
! 
1 

dans des neurones centraux (TRAMU e t  a l . ,  1977) ,  le concept de CO-transmission 1 
a susci té  d ' importants travaux e t  trouvé des confirmations mu1 t i  d i  scipl i nai res l 

1 
aussi nombreuses que variées. I 

11 est  en effet  aujourd'hui admis que 1 a plus grande partie des circuits 
l 

neuroniques périphëriques e t  centraux él aborent plusieurs substances 
potentiellement capables d'intervenir dans des évènements synaptiques, en tant 

l 

que neurotransmetteurs à effets rapides, ou  en t a n t  que neuromodulateurs ayant l 

une action pré- et/ou postsynaptique différée (HOKFELT e t  a l . ,  1980c ; TRAMU e t  
l 

a l  . , 1982 ; LUNDBERG e t  HOKFELT, 1983 ; SWANSON, 1983 ; IVERSEN, 1984; ECCLES, 

1986 ; HOKFELT e t  a l . ,  1986a). 

Chez l e  Rat, ne serait-ce que dans les circuits hypothalamiques à 1 
compétence hypophysiotrope, ce sont trois,  quatre, voire même cinq l 

I 

neuropeptides différents qui o n t  été détectés par immunocytochimie dans u n  même 
neurone. Les neuropeptides colocalisés sont donc susceptibles d 'être libérés l 

1 

ensemble dans l e  sang porte e t  en conséquence d'interagir soit dans 1 'éminence 1 
médiane, soi t  sur 1 es ce1 1 ul es hypophysaires. I 

Le neurone paraventri cul O-i nfundi bu1 aire à corti col i béri ne contiendrait 

en effet ,  selon des arrangements non encoredéfinitivement établis, la 

vasopressine (TRAMU e t  a l . ,  1983 ; WHITNALL e t  a l . ,  1985), 1 a neurotensine l 

(SAWCHENKO e t  al ., 1984b1, la  cholécystokinine (MEZEY e t  a l  ., 1986), I 

1 'enképhal i ne (HOKFELT e t  al . , 1983 ; HISANO et  al . , 1986a) et  1 es deux 
peptides du complexe VIP-PHI (HOKFELT e t  al . ,  1983 e t  1986 ; voir aussi 
BERKENBOSCH e t  al . ,  1986). 

Dans l e  neurone tubéro-infundibul aire du NARC, 1 a coexistence de 
neuropeptides et/ou neurotransmetteurs classiques semble être aussi une règle. 
On y visualise en effet  par immunocytochimie à l a  fois l a  tyrosine hydroxylase, 
l a  somatolibérine, la neurotensine e t  la  galanine ( I B A T A  e t  al ., 1983 ; HOKFELT 

e t  al . ,  1984a e t  1986a ; OKAMURA e t  al  . , 1985 ; SAWCHENKO e t  a l . ,  1985 ; 

DAIKOKU e t  al . , 1986 ; EVERITT e t  al . , 1986b ; MEISTER e t  a l . ,  1986a 1 ou encore 



1 a tyrosine hydroxyl ase associée à 1 a glutamate décarboxylase e t  l a  

neurotensi ne (EVERITT e t  a l . ,  1984 e t  1986 ; HOKFELT e t  a l . ,  1986). 

En f a i t ,  parmi l e s  neuropeptides découverts jusqu'à ce jour, plusieurs 

ont é t é  mis en évidence dans des neurones ddu NARC. Ainsi, outre ceux qui ont 

déjà  é t é  c i t é s ,  y ont é t é  détectés,  l e s  dérivés de l a  POMC (WATSON e t  a l . ,  1977 

e t  1978 ; BLOOM e t  al . , 1978 ; JACOBOWITZ e t  O '  DONOHUE, 1978 ; ZIMMERMAN e t  

1 a l  . , 1978 ; BLOCH e t  a l . ,  1979 ; BUGNON e t  a l . ,  1979 ; SOFRONIEV, 1979 ; voir  
KHACHATURIAN e t  a l . ,  1985, e t  TRANCHAND-BUNEL e t  a l . ,  1987) e t  ceux des 

précurseurs des enképhalines (HOKFELT e t  a l . ,  1977a ; IBATA e t  a l . ,  1980 ; 

VINCENT e t  a l . ,  1982 ; WEBER e t  a l . ,  1982 ; KHACHATURIAN e t  a l . ,  1983 ; WATSON 

e t  a l . ,  1983 ; WILLIAMS e t  DOCKRAY, 1983a ; YAMANO e t  a l . ,  1985 ; FALLON e t  

LESLIE, 1986 ; MERCHENTHALER e t  a l . ,  19866 ; voir PETRUSZ e t  a l . ,  1985), l a  

substance P (TSUURO e t  al ., 1983 e t  1984a e t  b ,  e t  1987 ; PANULA e t  al ., 1984), 

1 a somatostatine (voi r  bibliographie dans JOHANSSON e t  a l . ,  1984 e t  dans 

EVERITT e t  a l . ,  1986), 1 e facteur natr i  urétique auricul ai r e  (KAWATA e t  a l  . , 
1985 ; SAPER e t  a l . ,  1985 ; SKOFITSCH e t  al . , 1985 ; STANDAERT e t  a l . ,  1986), 

u n  peptide apparenté au glucagon (INOGUCHI e t  a l . ,  19861, l e  DSIP (Delta Sleep 

1 nducing Peptide) (FELDMAN e t  KASTIN, 1984), 1 e peptide auri cul a i r e  

natr iurét ique (FMRF-NH2) (WEBER e t  a l . ,  1981 ; WILLIAMS e t  DOCKRAY, 1983b ; 

CHRONWALL e t  a l . ,  1984 ; voir EVERITT e t  a l . ,  1986) e t  l e  neuropeptide Y 

1 (EVERITT e t  a l . ,  1984a ; BAI e t  a l . ,  1985 ; CHRONWALL e t  a l . ,  1985 ; NAKAGAWA 

1 e t  a l . ,  1985 ; WOODHAMS e t  a l . ,  1985 ; DE QUIDT e t  EMSON, 1986b). 
Dans l e  NARC, l e  nombre de neuropeptides présents dans des corps 

ce11 ulaires  excède donc 1 a dizaine,  c e  qui l a i s s e  prévoir de mu1 t i p l e s  cas de 

coexistence dont cer ta ins  ont déjà é t ê  rapportés dans l a  l i t t é r a t u r e .  

Dans ce contexte, quelle place a t t r ibuer  à nos propres observations ? 

Nous allons discuter ,  dans l a  s u i t e  de ce t  exposé, de l a  CO-localisation e t  de 

l a  nature des antigènes détectés,  e t  des projections e t  de l ' éventue l le  

fonction des neurones qui l e s  contiennent. 

A - La CO-localisation des IR-CCK. IR-hGHRF e t  IR-NPY dans l e  NARC : 

Nous avons montré i c i  1 a col ocal isat ion d '  IR-CCK e t  d '  IR-hGHRF dans tous 

l e s  neurones NPY-1 du NARC de l'hypothalamus de quatre Mammifères, l e  Cobaye, 

1 e Chat, 1 e Rat e t  1 'Homme. 

En c e  qui concerne 1 a colocal i sa t ion  des IR-CCK e t  IR-NPY, 1 a comparai son 
préci se des marquages imnunohi stochimiques obtenus dans chaque espèce f a i t  

apparaître cer ta ines  par t icu lar i tés  dans leur  association. Chez l e  Cobaye e t  



chez 1 'Homme, 1 es IR-CCK e t  IR-NPY sont constamment associées dans 1 es neurones 

d u  NARC. Chez l e  Chat ,  quelques rares péricaryons CCK-1 ne sont pas NPY-1 alors 
que tous les péricaryons NPY-1 contiennent l'IR-CCK. Chez l e  Rat, l'IR-CCK est  
en général peu visualisable dans des péricaryons du NARC, mais, quand e l l e  

observée, intéresse aussi les neurones NPY-1. Dans ces espèces, les péricaryons 

( C C K , N P Y )  -1 sont toujours localisés dans les parties médianes e t  
péri ventri cul aires du  noyau. 

En revanche, aucune différence interspécifique n'est observée en ce q u i  

concerne l e  colocalisation des IR-hGHRF e t  IR-NPY dans des péricaryons du NARC. 

Dans chaque espèce, c'est-à-dire à l a  fois chez le  Cobaye, le  Rat,  le  C h a t  e t  
1 'Homme, 1 ' analyse des marquages successi vement effectués sur 1 es mêmes coupes 
après élution des anticorps, montre que tous les neurones NPY-1 contiennent 
1 ' IR-hGHRF. Ces neurones ( ~ G H R F ,  N P Y )  -1 o n t  toujours une localisation médiane e t  
périventricul aire dans 1 e NARC. Cependant, chez tous 1 es animaux étudiés, une 
proportion variable de la  population neuronique du  NARC visualisée par notre IS 

anti-hGHRF (aux  environs de 10% chez l e  Cobaye, de 40% chez 1 'Homme, et  de 5% 

chez l e  Rat e t  l e  Chat), ne contient que l'IR-hGHRF. Ces neurones à IR-hGHRF 

seule sont toujours localisés dans les parties ventrolatérales du NARC e t  

représentent t res  vraisemblablement 1 e système tubéro-i nfundi bu1 ai re 
hypophysiotrope à somatol i béri ne à 1 'origine de 1 ' innervation péri portale 
hGHRF-1 que nous avons visualisée dans l a  zone externe de l'éminence médiane. 

Pris dans leur ensemble, nos résultats morphologiques démontrent la  
coexi stence de t rois  immunoréacti vites anti -neuropeptide (1  a CCK, le  hGHRF e t  
1 e NPY) dans une importante popul ation neuronique à 1 ocal isation médiane dans 

l e  NARC de l ' a i r e  hypophysiotrope de quatre Mammifères. 

L'étude comparée de l a  distribution des IR-CCK, IR-hGHRF e t  IR-NPY dans 

1 'éminence médiane voisine révèle que, dans les quatre espèces étudiées, 1 ' IR- 

CCK e t  l'IR-hGHRF sont contenues dans des innervations périportales 
différentes, e t  que l'IR-NPY est  virtuellement absente de l a  zone externe. 

La confrontation des marquages obtenus, d'une part dans l e  NARC, e t  
d 'autre part dans 1 'éminence médiane qui 1 ui est  adjacente, nous permet de 

conclure à 1 'absence de projections péri portal es des neurones ( C C K ,  hGHRF, 

NPY)-1 du NARC. Ces neurones constituent donc un système que nous baptiserons, 
à défaut de terme consacré par 1 a 1 i ttérature, tubéro-extra-i nfundi bu1 aire,  
afin de bien l e  distinguer du système tubéro-infundi bu1 aire hypophysiotrope à 

somatolibérine avec lequel i l  voisine dans l e  NARC. 

Quelle est donc, en regard de 1 'abondante bibliographie relative à la  
neurochimie du NARC,  l a  signification des marquages que nous avons obtenus dans 
l ' a i r e  hypophysiotrope des Mammifères ? 



B - Le marquage anti-NPY de 1 'aire hypophysiotrope : 

Le neuropeptide Y ou NPY, ainsi dénommé car riche en résidus tyrosyls, 

I est  une molécule de 36 AA, originellement isolée du cortex cérébral de Porc 

1 (TATEMOTO, 1982b ; TATEMOTO e t  al . , 1982 ; MINTH e t  a l . ,  1984). 11 appartient à 

1 1 a f ami Il e des polypeptides pancréatiques représentée par 1 e polypeptide 
pancréatique ( P P )  (KIMMEL e t  al . ,  1975) e t  l e  peptide Y Y  (PYY)  (TATEMOTO e t  

MUTT, 1980 ; TATEMOTO, 1982a) auxquel s i 1 est  structural ement f ortement 

apparenté. 

Avant  que l e  N P Y  n ' a i t  été isolé du SNC d'un Mammifère, plusieurs études 

immunohistochimiques on t  décrit dans l e  SNC du Rat l a  distribution de vastes 

systèmes neuroniques révélés par des antisérums dirigés contre le  PP  d'origine 

aviaire ( A P P )  ( L O R E N  e t  a l . ,  1979b ; CARD e t  a l  ., 1983) ou bovine ( B P P )  

(OLSCHOWKA e t  a l . ,  1981 ; JACOBOWITZ e t  OLSCHOWKA, 1982a e t  b )  , e t  en 

parti cul i er une dense popul ati on neuronique immunoréacti ve dans 1 e NARC ( H U N T  

e t  a l . ,  -1 981 ; OLSCHOWKA e t  al . ,  1981 ; JACOBOWITZ et OLSCHOWKA, 1982a e t  b ; 

CARD e t  a l . ,  1983). 11 a ensuite é t é  reconnu que 1 'IR-APP e t  1 ' IR-BPP du SNC du 

~ a t  représentaient en f a i t  1 a présence de NPY (TATEMOTO, 1982b ; TATEMOTO e t  

a l . ,  1982 ; ALLEN e t  a l . ,  1983 ; MOORE e t  a l . ,  1984 ; DI MAGGIO e t  a l . ,  1985 ; 

O'DONOHUE e t  a l . ,  1985 ; DE QUIDT e t  EMSON, 1986 ; voir bibliographie dans GRAY 

e t  MORLEY, 19861, présent en grande quanti t é  dans l e  NARC, comme le  rapportent 

tous les auteurs ayant cartographié les systèmes neuroniques NPY-1 centraux 

dans cette espèce (ALLEN e t  al . ,  1983 ; BAI e t  a l . ,  1985 ; CHRONWALL e t  a l . ,  

1985 ; NAKAGAWA e t  a l . ,  1985 ; WOODHAMS e t  a l . ,  1985 ; DE QUIDT e t  E M S O N y  

1986b), comme chez la  Grenouil le ( D A N G E R  e t  al . ,  1985 ; CAILLIEZ e t  a l . ,  1987), 

1 e Cobaye (CIOFI e t  TRAMU, 1986b e t  c ) ,  l e  Hamster (SABATINO et  a l . ,  1987, l e  

Chat (CIOFI e t  TRAMU, 1986b e t  c ; LEGER e t  a l . ,  1987), le Si nge-Ecureui 1 

(SMITH e t  a l . ,  1985) e t  1 'Homme (ADRIAN e t  a l . ,  1983 ; PELLETIER e t  a l . ,  1984a; 

CIOFI e t  a l . ,  1987b e t  c )  . 
Récement toutefois, la  présence d'un peptide spécifiquement apparenté au 

PYY a été signalé dans des neurones centraux chez l e  Rat (EKMAN e t  a l  ., 1986). 

En effet la distribution du PYY diffère en plusieurs points de celle du N P Y ,  en 
particulier par son absence du NARC. 

Comme en témoignent les résultats des tes ts  radioimmuno1ogiques e t  
i mmnohi stochimiques de spécificité, rapportés dans 1 e chapitre consacré aux 

matériel e t  méthodes, nos marquages sont spécifiques e t  révèlent 

vraisemblablement l a  présence de NPY dans l e  NARC chez les Mammifères étudiés. 

i La qualité des marquages obtenus chez 1 'Homme à 1 'aide d'un immunsérum anti-NPY 

porcin démontre bi en que 1 es anticorps uti 1 i sés reconnai ssent 1 e peptide ~ 



d'origine humaine, comme le  1 aissai t prévoir 1 a grande homologie structurale 

des deux molécules (MINTH e t  a l  ., 1984). Nous avons de plus étudié 1 a 
distribution du fragment C - t  du  pré-pro-NPY ( C - P O N )  à 1 'aide d'un immunsérum ne 

reconnaissant pas l e  NPY (ALLEN e t  a l .  , 1985). Dans toutes les espèces 

examinées, toutes les structures NPY-1 sont aussi C-PON-1, ce qui confirme de 

précédents travaux (GULBEKIAN e t  al . ,  1985 ; CAILLEZ e t  al ., 1987) et  montre 
bien que nos réactions anti-NPY détectent bien l a  présence de NPY vrai. 

Nos descriptions de 1 'importante population neuronique NPY-1 du NARC chez 
l e  Rat,  l e  C h a t  e t  l'Homme, sont en parfait accord avec les études précédemment 

effectuées dans ces mêmes espèces (ADRIAN et  a l  ., 1983 ; ALLEN e t  al ., 1983 ; 
PELLETIER e t  a l . ,  1984a ; voir DE QUIDT e t  EMSON, 1986b e t  EVERITT e t  a l . ,  1986 
; LEGER e t  a l . ,  1987). Toutefois, 1 'absence d' IR-NPY de la zone externe de 
l'éminence médiane, que nous avons rapportée ic i  chez quatre Mammifères e t  que 

nous avons aussi occasionnellement constatée chez le  Lapin e t  la Souris, e t  ce, 
chez des animaux t rai tés  ou non par la colchicine, n'a semble-t-il pas a t t i r é  
1 'attention de tous les auteurs. Certaines études immunohi stochimiques chez l e  
Rat utilisant des antisérums anti-NPY ne mentionnent pas cette particularité 
frappante ( A L L E N  e t  a l . ,  1983 ; CHRONWALL e t  a l . ,  1985 ; NAGAKAWA e t  a l . ,  1985 

; WOODHAMS et  a l . ,  1985) alors que d'autres, uti 1 i sant des anti sérums anti -APP 

( C A R D  e t  a l . ,  1983) ou anti -NPY ( D E  QUIDT e t  EMSON, 1986b ; EVERITT e t  a l . ,  

1986; CIOFI e t  a l . ,  1987a) 1 ' i 1 lustrent et  1 a discutent. Comme nous 1 ' avons 

déjà exposé, ces neurones NPY-1 du  NARC constituent u n  système tubéro-extra- 
i nfundi bu1 ai re n ' innervant 1 'émi nence médiane que dans 1 a zone subépendymai re. 
Ce1 le-ci contient des corps cellulaires (dont certains sont NPY-1) qui 
représentent l'extension la  plus ventrale du NARC, comme l ' a  suggéré RETHELYI 

( 1  975) chez le  Rat. Des observations semblables o n t  é té  effectuées chez le  
Hamster (SABATINO e t  al . , 1987) e t  l e  Singe-Ecureuil (SMITH e t  a l . ,  1985). 
L' innervation NPY-1 de 1 a zone subépendymaire pourrait ê t re  en relation avec 
les  capillaires du plexus vasculaire irrigant cette région, mais seule une 
étude en microscopie électronique peut apporter une t e l l e  information. 
L'essentiel des projections du système neuronique NPYergique du NARC intéresse 
donc l e  NARC lui-même e t  d'autres terr i toires  centraux, comme nous en 
discuterons plus loin. 

C - Le marquage anti-CCK de 1 'aire hypophysiotrope : 

Les rësul t a t s  des tests radioimmunol ogi ques et  immunohi stochimiques de 
spécificité démontrent que les marquages des IS 15/8 et  IS 86 ne sont pas dus à 



NPY C PON 
a.  
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C .  SSPETLISDLLMRESTENVPRTRLENPAMT 

F i g . 1 0  : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU PRE-PRO-NPY HUMAIN. 
L a  m o l é c u l e  c o m p l è t e ,  d é d u i t e  de l 'ADN possède  9 7  AA (Re f .  4 ) .  

a, p o s i t i o n  d u  neu ropep  de Y  NPY e t  s o n  e x t e n s i o n  C - t  (c-PON) dans l e  p r é c u r s e u r .  La  p a r t i e  hachu rée  f 5 6b 87 
r e p r é s e n t e  l a  séquence ( G l y  -Lys  A r g  ) donneuse d ' a m i d e  l o r s  d u  c l i v a g e  p o s t - t r a d u c t i o n n e l  l i b é r a n t  l e  
NPY. 

b, séquence d u  NPY huma in .  L a  m o l é c u l e  d ' o r i g i n e  p o r c i n e ,  q u i  a  s e r v i  d t h a p t è n e  dans l a  p r o d u c t i o n  
l t immunsé rum ant i -NPY ( ~ e f . 2 ) ,  n e  s ' é c a r t e  que d ' u n  s e u l  AA d e  l a  m o l é c u l e  humaine ( L e u  au l i e u  de Met  

427  

( R e f .  4 )  . 
c, séquence u t i l i s é e  comme h a p t è n e  dans l a  p r o d u c t i o n  d e  l ' immunsé rum anti-C-PON employée dans l a  p r é s e n t e  

é t u d e  (Ref.  1 e t  3 ) .  
R é f é r e n c e s  : 
1. ALLEN e t  a l . ,  N e u r o p e p t i d e s ,  6  (1985)  95-100. 
2.  CIOFI  e t  a l . ,  N e u r o e n d o c r i n o l o g y ,  4 5  (1987 )  425-428. 
3. GULBEKIAN e t  a l . ,  P e p t i d e s ,  6  (1985)  1237-1243. 
4. MINTH e t  a l . ,  Proc .  N a t l .  Acad. S c i .  USA, 8 1  (1984 )  4577-4581. 

F i g . 1 1  : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA PRE-PRO-CCK DU RAT. 
L a  m o l é c u l e  c o m p l è t e ,  d é d u i t e  de l 'ADN,  possède  113  AA ( R e f .  5 ) .  

L a  p o s i t i o n  dans l e  p r é c u r s e u r ,  des  d i f f é r e n t e s  séquences u t i l i s é e s  comme h a p t è n e s  dans l a  p r o d u c t i o n  des 
immunsérums d i r i g é s  c o n t r e  l e s  e x t r é m i t é s  N- t  d e  l a  CCK-58 ( L - 8 4 ,  Réf .  l ) ,  d e  l a  CCK-33 ( 1-11-H, Ref. 1 )  d u  
CCK-8 ( 1 s  1 6 ) ,  e t  c o n t r e  l ' e x t e n s i o n  C - t  d u  CCK-8 (0-10-Y, Ref .  2  e t  3 ) ,  e s t  i n d i q u é e  e n t r e  c r o c h e t s .  

L a  p a r t i e  n o i r c i e  r e p r é s e n t e  l e  CCK-8 c o n t r e  l e q u e l  { p f  i m m y ~ ~ é r ~ m ~ ~ ~ 5 / 8  ( R e f .  4,6,8) e t  8 5  ( ~ e f . 7 )  o n t  
é t é  p r o d u i t s ,  e t  l a  p a r t i e  h a c h u r é e  l a  séquence ( G l y  -Arg  -A rg  ) donneuse d ' a m i d e  l o r s  d u  c l i v a g e  
p o s t - t r a d u c t i o n n e l  de  l a  pré-pro-CCK. 

, t y r o s i n e  s u l f a t é e .  
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une réaction croisée avec l e  NPY ou l e  hGHRF. 

Jusqu'à ce jour ,  notre étude chez l e  Cobaye (CIOFI e t  TRAMU, 1985) est  la  
seule à décrire u n  marquage anti-CCK dans des neurones du NARC dans l e  cerveau 
de Mammifère. L' abondante bibliographie relative à 1 a détection 

immunohi stochimique de la  CCK dans l e  cerveau du Rat (revue dans VANDERHAEGHEN,  

1985) ne f a i t  pas état  de tel  les observations dans cette espèce. Ce marquage 

particulier n'est pas non plus rapporté chez le  Hamster (MICELI e t  a l . ,  1987). 
De même, chez l e  Cobaye (LARSSON e t  REHFELD, 1979) cette particularité n 'est  
pas notée, mais i l  est possible que l'absence de marquage soit due au f a i t  que 

1 'étude a été effectuée chez des animaux non colchicinisés. 

Toutefois, comme nous l'avons précisé dans la première partie de ce 

mémoire, u n  marquage anti-CCK/gastrine a été décrit dans des neurones de 
1 'infundibulum chez u n  Poisson (1 a Truite arc-en-ciel, NOTENBOOM e t  a l . ,  1981), 

u n  Amphi bien ( 1  e Xénope, DOERR-SCHOTT e t  a l . ,  1979a et  b )  et  chez u n  Reptile 

( 1  a Tortue, REINER e t  BEINFELD, 1985). Ces travaux o n t  été réalisés grâce à 

1 'emploi d '  IS reconnaissant 1 a gastri ne e t  l e  CCK-8 dans 1 eur régi on C - t .  En 
particulier, DOERR-SCHOTT e t  al ., (1979a e t  b )  insistent bien sur le  f a i t  que 
chez l e  Xénope, les corps ce1 lulaires infundibulaires GICCK-1, qui sont les 

seuls corps cellulaires â avoir réagi dans l e  cerveau de cet Amphi bien, ne sont 

pas marqués par u n  immunsérum anti-(2-17)hG17I ne croisant pas avec la  
cholécystokinine. Ces observations doivent ê tre  rapprochés d'une étude 
biochimique plus récente (DIMALINE, 1983) suggérant que l e  matériel CCK-1 du 

cerveau de Batracien représente du CCK-8. C'est également ce qui est aussi 
rapporté chez 1 a Tortue ( R E I N E R  e t  BEINFELD, 1985). Les neurones G/CCK-1 de 
1 ' infundi bu1 um chez ces animaux pourraient donc contenir d u  CCK-8 vrai. 

Nos propres résultats mettent en évidence de fortes différences 
interspécifiques q u a n t  à l a  présence d'IR-CCK dans des neurones infundibulaires 

chez les Mammifères. Ainsi, chez l e  Rat, seul 1 ' IS 15/8 visualise, et  t rès  

faiblement, des corps cellulaires dans l e  NARC. Cette IR-CCK n'est révèlée que 

s i  1'1s 15/8 est  appliqué faiblement dilué (1/50) en incubation longue (12H ou 
plus). Cela suggère que cet IS a une faible affinité pour 1 'antigène présent 

dans ces corps cellulaires ou bien que l'antigène est  présent en faible  
quantité. L' IS 15/8 donne par ail leurs des marquages dans 1 'ensemble du cerveau 

du  Rat qui sont en bon accord avec 1 a 1 ittérature (voir la  première partie).  

Chez 1 'Homme comme chez 1 e Cobaye, seul 1 ' IS 15/8 marque des neurones dans l e  
NARC,  e t  ce de façon modérée, mais bien plus intense que chez le  Rat. Chez l e  
Chat e t  1 e Lapin, les deux IS détectent des corps ce1 lulaires dans le N A R C y  

alors qu'aucun deux ne visualise ces neurones chez 1 a Souri S.  

Ces observations à première vue contradictoires nous o n t  conduit à nous 



demander si u n  traitement enzymatique des coupes avant  réaction chez le Cobaye 

serait  pas susceptible de démasquer une IR-CCK dans le NARC, comme cela a été 

observé en particulier pour l a  substance P par KREAM e t  al. (1985) chez l e  

Hamster. Reprenant les conditions techniques décrites par ces auteurs, nous 
avons recherché s i  une trypsinisation douce des coupes de cerveau de Cobaye ne 
modifiait pas l a  distribution des marquages donnés par les  IS 15/8 et IS 86 
dans 1 e NARC chez cet animal. Effectivement, ce traitement (1  ug de trypsi ne/ml 
de tampon de Coons pendant une heure) conduit à l a  détection de neurones dans 

I 

l e  NARC par 1'1s 86. Le marquage obtenu demeure d'intensité inférieure à celui 
donné par 1'1s 15/8 (raison pour laquelle nous ne 1 'avons pas i l lustré)  mais 

i ntéresse apparemment 1 a même popul ation neuronique. La trypsine hydrolyse les 
1 iai sons peptidiques formées par les résidus lysyl e t  argi nyl . Dans 1 a CCK du  

Cobaye (voir Fig.9 e t  I l ) ,  seule 1 'extension N - t  du CCK-8 est connue ( Z H O U  e t  
a l . ,  1985). Ce1 le-ci débute par un résidu argi nyl . Si 1 'on considère que 1 a 
phenyl alanine C - t  du CCK-8 est amidée, on peut s'attendre à ce que les acides 

aminés suivants soient, comme dans l a  CCK de 1 'Homme, du  Porc, du Rat et  de 1 a 
Souris, u n  résidu glycyl l i é  à un doublet d'arginines. Le traitement 

enzymatique des coupes de cerveau de Cobaye auraient donc libéré du CCK-8-Gly à 

partir d'une molécule de plus grande ta i l  le  portant une extension C - t  masquant 

l'épitope reconnu par 1'1s 86. Ainsi les différences de marquage obtenues d'une 

espèce à 1 'autre dans les neurones du NARC,  pourraient s'expliquer par une 
vari ati on du  métabolisme post-traductionnel de 1 a pré-pro-CCK. Chez le  Chat e t  

1 e Lapin 1 a CCK d u  système tubéro-extra-infundi bu1 aire du NARC serait  en grande 
partie présente sous l a  forme de CCK-8 alors que chez l e  Rat, l e  Cobaye e t  
1 'Homme, les formes moléculaires de CCK dans ce système seraient de plus grande 

t a i l  le. Comme nous 1 'avons mentionné dans la  première partie du présent 
mémoire, de te l  les entités moléculaires on t  été extraites du cerveau du Rat 
(ALLARD e t  BEINFELD, 1985a e t  b ; BEINFELD, 1985a e t  b )  e t  du cortex cérébral 
d u  Porc ( E N G  e t  al ., 1983 ; REHFELD e t  HANSEN, 1986), ce qui renforce cet te  
idée. Toutefois, nous n'avons obtenu aucun marquage, ni chez l e  Cobaye ni chez 
l e  Rat, en utilisant des IS dirigés contre les extensions N - t  e t  C - t  du  CCK-8 
(BEINFELD, 1985a) de 1 a pré-pro-CCK d'origine murine (voir Fig. 1 1  ) . De même, 
des IS anti-(1-171hG341, anti-(l-6)hG17I (voir Fig.8) e t  anti-(26-29)pCCK-33 
( voir Fi g .l 1 n 'ont donné aucun marquage chez 1 e Cobaye, le Rat ou chez 1 e 
Chat. 

11 ne nous est  donc pas possible de conclure sur 1 a signification de 

l 
l'IR-CCK détectée dans les neurones du NARC chez les Mammifères étudiés. Des 

/ données d'hybridation in situ pourraient apporter u n  élément de réponse, mais 

1 a 1 i t térature est  très pauvre à ce sujet, e t  ne concerne que le thalamus I 

(SIEGEL e t  YOUNG, 1985). 



D - Le marquage anti-hGHRF de l ' a i r e  hypophysiotrope : 

La recherche du f a c t e u r  hypothalamique responsable de 1 a s t imu l  a t i o n  de 

1 a séc ré t i on  hypophysaire somatotrope, ou somatol i bér ine  (GHRF) , a abou t i  à 

1 ' e x t r a c t i o n  en 1982 par  Gu i l lemin  e t  a l .  e t  pa r  R i v i e r  e t  a l .  de pept ides  

montrant  une f o r t e  a c t i v i t é  sécrétagogue v i s  à v i s  de 1 a GH hypophysaire - i n  

v i t r o  (BRAZEAU e t  a l  ., 1982 ; GUILLEMIN e t  a l  ., 1982 ; R I V I E R  e t  a l  ., 1982) 

comme i n  v i v o  (GUILLEMIN e t  a l . ,  1982 ; RIVIER e t  a l . ,  1982 ; WEHRENBERG e t  

a l . ,  1983) à p a r t i r  de tumeurs pancréat iques provenant de p a t i e n t s  présentant  

des symptômes d'acromégal ie. Ces GHRF o n t  é t é  i s o l é s  sous t r o i s  formes 

molécu la i res  de 44 ( GHRF1-44NH2 ; GUILLEMIN e t  a l  . , 1982 ; BOHLEN e t  a l  . , 
1983a1, 40 (GHRF1-400H ; ESCH e t  a l . ,  1982 ; GUILLEMIN e t  a l . ,  1982 ; RIVIER e t  

a l . ,  1982 ; BOHLEN e t  a l  ., 1983a) e t  de 37 acides aminés (ESCH e t  a l  ., 1981 ; 

GUILLEMIN e t  a l . ,  1982 ; BOHLEN e t  a l . ,  1983a) qu i  f u r e n t  ret rouvées dans 

1 'hypothalamus humain (BOHLEN e t  al., 1983b ; LING e t  a1 ., 1984) e t  reconnues 

comme d i f f é r e n t s  fragments de l a  somato l ibér ine  humaine, possédant 44 AA e t  

ayant son ex t rémi té  C - t  amidée, ou hGHRF1-44NH2 (AGHRF) (pour  une revue 

récente,  v o i r  THORNER e t  a l . ,  1986 e t  WEHRENBERG e t  al . ,  1986). Chez l e  

Rat, 1 a somato l ibér ine  n ' a  é t é  e x t r a i t e  que sous une seule forme de 43 AA 

(rGHRF1-430H, rGHRF) possèdant 67% d '  homologie s t r u c t u r a l e  avec 1 e 

hGHRF1-44NH2 (SPIESS e t  a l . ,  1983). 

Les études immunohi stochimiques de 1 a d i s t r i b u t i o n  de 1 a somato l ibër ine  

dans 1 e cerveau o n t  montré q u ' e l  l e  é t a i t  contenue dans des neurones du NARC 

hypotha l  amique e t  dans une dense i nnerva t i  on p é r i  p o r t a l e  de 1 ' émi nence médi ane, 

chez 1 'Homme (BLOCH e t  a l  . , 1983b e t  1984a ) comme chez 1 e Rat ( BLOCH e t  a l  . , 
1984b), 1 e Cobaye (TRAMU e t  a l . ,  1983) e t  1 e Chat (BUGNON e t  a l  . , 1983). Chez 

l e  Rat, l ' i n d u c t i o n  de l é s i o n s  chimiques é l e c t i v e s  du NARC par l e  t r a i t e m e n t  

néonatal au glutamate monosodique a permis de démontrer que l e s  neurones du 

NARC sont  à 1 ' o r i g i n e  de 1 ' i n n e r v a t i o n  p é r i  p o r t a l e  v i s u a l  i sée dans 1 'éminence 

médiane (BLOCH e t  a l . ,  1984b), d é f i n i s s a n t  a i n s i  l e  système hypophysiotrope 

t u b é r o - i  nfundi bu1 a i r e  somatol i b é r i n e r g i  que (BLOCH e t  a1 . , 1984b ; DAIKOKU e t  

a l . ,  1986 ; MERCHENTHALER e t  a l . ,  1986) 1 i bérant  l e  GHRF dans l e  sang p o r t e  

hypophysaire (WEHRENBERG e t  a1 . , 1982; TANNENBAUM e t  LING, 1984 ; PLOTSKY e t  

VALE, 1985). 

La 1 i t t é r a t u r e  r e l a t . i v e  à 1 a d é t e c t i o n  immunohi stochimique de 1 a 

somato l ibér ine  dans l e  cerveau des Mammifères e s t  abondante, e t  comme nous 

l ~ 
l 



1 O 20 3 O 4 0 
t t t t 

rGHRF HADAIFTSSYRRIiGQLYARKLLHEIMNRQQGERNQEQRSRFN -- - - 
h GHRF YADAIFTNSVRKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL* - -- - - 
PHI-27 HADGVFTSDFSRLLGQLSAKKYLESLI* - - - - - - -  
V I P  HSDAVFTDNY TRLRKQMAVKKYLNSI - - -  - -  LN* - - -  - -  
Gl ucagon - HSQGTFTSDYSKYCDSRRAQDFVQWLMNT - - 
S e c r e t i n  - -  HSDGTFTSELSRLRDSARLQRLLQGLV* - - - 
G I P  YAEGTFISDYSIAMDKIRQQDFVNWLLAQQKGKKSDWKHNITQ - - - - - 

F i g  - 1 2  : COMPARAISON DES SEQUENCES DES GHRF d ' o r i g i n e  humaine ( ~ G H R F )  e t  m u r i n e  
(rGHRF) avec  l e s  membres d e  l a  f a m i l l e  g l u c a g o n - s é c r é t  i n e  d ' o r i g i n e  
p o r c i n e .  
L e s  a m i n o a c i d e s  e n  p o s i t i o n  i d e n t i q u e  s o n t  s o u l i g n é s .  

* , E x t r é m i t é  C - t  amidée 
PHI27  , P e p t i d e  H i s t i n e - I s o l e u c i n e  ; 

VIP , P e p t i d e  V a s o a c t i f  I n t e s t i n a l  ; 
GIP , G a s t r i c  I n h i b i t o r y  P e p t i d e .  

( d ' a p r è s  SPIESS e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  

hGHRF 1-44 CTPG 
a.  I 

b. YVALLQKSRNRQ* 

F i g . 1 3  : REPRESENTATION SCHEMATIQUE OU PRE-PRO-GHRF HUMAIN. 
L a  m o l é c u l e  c o m p l è t e ,  d é d u i t e  de l 'ADN possède 107  o u  1 0 8  AA (Re f .  2  e t  3 ) .  

a, p o s i t i o n  d e  l a  s o m a t o l i b é r i n e  j lGHRF7j -44)  e t  d e  son  e x t e n s i o n  C - t  (CTPG) dans  l e  p r é c u r s e u r .  La  p a r t i e  
h a c h u r é e  r e p r é s e n t e  l e  d o u b l e t  ( G l y  - A r g  ) donneur  d ' a m i d e  l o r s  d u  c l i v a g e  p o s t - t r a d u c t i o n n e l  l i b é r a n t  l e  
hGHRF 1-44 NH2. 

1 8  b ,  séquence u t i l i s é e  comme h a p t è n e  ( T y r  c T P ~ ( 1 9 - 3 0 ) N ~  ) d a n s  l a  p r o d u c t i o n  de l ' immunsé rum ant i -CTPG 
emp loyé  dans l a  p r é s e n t e  é t u d e  ( R e f .  1). 2  

L ' immunsérum anti-GHRF a  é t é  p r o d u i t  c o n t r e  l e  hGHRF1-44 NH ( R e f .  4 ) .  
*, e x t r é m i t é  C - t  amidée 2  
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a l l ons  en d iscuter ,  l e s  marquages anti-hGHRF que nous avons rapportés i c i  

en t ren t  par ce r t a i ns  points, en con t rad ic t ion  avec p lus ieurs  études 

précédemment publ iées. 

Nos r é s u l t a t s  f o n t  é t a t  du marquage, dans toutes l e s  espèces étudiées, de 

nombreux neurones d i s t r i bués  dans l 'ensemble du NARC a i n s i  que d 'un plexus 

nerveux dense dans l a  zone externe de l 'éminence médiane, à l ' a i d e  d 'un  

immunsérum d i r i g é  cont re  l e  hGHRF 1-44 NH2. 

La dé tec t ion  de termina i  sons p é r i  po r t a l  es dans 1 'éminence médiane externe 

que nous avons d é c r i t e  i c i  es t  en bon accord avec l e s  précédents t ravaux 

u t i l  i sant des I S  anti-hGHRF aussi b ien chez 1 'Homme en réac t ion  antigène- 

ant icorps homologue (BLOCH e t  al. ,  1983b, 1984a e t  1986 ; BRESSON e t  al. ,  1984; 

PELLETIER e t  al. ,  1986) qu'hétérologue chez l e  Chat (BUGNON e t  a l  ., 1983) ou l e  

Rat (JACOBOWITZ e t  a l  ., 1983 ; DAIKOKU e t  al., 1985) .Des marquages s i m i l a i r e s  

on t  é t é  obtenus par de nombreux auteurs en u t i l i s a n t  des I S  anti-rGHRF1-430H 

chez l e  Rat ( v o i r  CIOFI e t  a l  ., 1987a). Nos r é s u l t a t s  montrent que 1 ' I S  81 

u t i l i s é  i c i  reconnai t  l a  molécule à destinée hypophysaire q u i  es t  contenue dans 

1 es terminai  sons pér ipo r ta les  de 1 a zone externe. De plus, e t  comme nous 

1 'avons i 11 us t ré  chez 1 'Homme, l e s  axones hGHRF-1 pér i cap i  11 a i res  que nous 

v isua l i sons  sont aussi CTPG-1, ce qu i  suggère q u ' i l s  appartiennent au système 

tubéro- i  nfundi bu1 a i r e  somatol i bérinergique. Comme nous 1 ' avons exposé dans l e  

chap i t r e  consacré aux maté r ie l  e t  méthodes, l e s  t e s t s  de s p é c i f i c i t é  démontrent 

que 1 '1s  81 reconnaît  parfaitement l e  hGHRF1-44NH2 e t  l e  rGHRF1-43 OH qu i  

é te ignent  à f a i b l e  dose tou te  IR-hGHRF dans l 'ensemble du cerveau, comme nous 

l ' a vons  constaté en p a r t i c u l i e r  chez l e  Rat. Ces données nous permettent de 

considérer que 'l'IR-hGHRF que nous avons détectée en réac t ion  homologue ou 

hétérologue (chez 1 e Chat, 1 e Cobaye, e t  l e  Rat)  dans 1 'éminence médi ane e s t  

spécifiquement due à l a  présence de somatol ibérine dans l e  système tubéro- 

i n f und ibu la i r e  de ces Mammifères. A c e t  égard, précisons que l ' o b t e n t i o n  de 

bons marquages dans des espèces aussi d iverses que l e  Chat, l e  Cobaye, l e  Rat 

e t  1 'Homme suggère que 1 ' I S  81 es t  d i r i g é  cont re  un épi tope commun à l a  

somatol i b é r i  ne du Chat, du Cobaye, du Rat e t  de 1 'Homme. Les séquences des GHRF 

du Cobaye e t  du Chat ne sont pas connues. Toutefois, l e s  bons marquages a n t i -  

CTPG que nous avons obtenus chez l e  Cobaye e t  l e  Chat ( r é s u l t a t s  non 

i 11 ust rés  1, p l  a i  dent pour 1 ' ex i  stence d ' une é t r o i  t e  parenté du précurseur du 

GHRF de 1 'Homme e t  de ces deux espèces. Aucune IR-CTPG n ' a  pu ê t r e  obtenue chez 

l e  Rat, ce qu i  p a r a i t  ê t r e  dû aux notables d i f férences s t ruc tu ra les  e x i s t a n t  

e n t r e  l e  pré-pro-GHRF de 1 'Homme e t  c e l u i  du Rat dans l e u r  po r t i on  C - t  (GUBLER 

e t  a l . ,  1983 ; MAY0 e t  a l . ,  1983 e t  1985a e t  b ) .  

Comme nous en avons d iscuté  p lus  haut, l e s  neurones hGHRF-1 que nous 



avons visualisés dans les parties ventrolatérales et dorsales du NARC chez les 

quatre Mammifères étudiés, constituent très vraisemblablement la  population 
neuronique à 1 'origine de 1 ' innervation péri portale hGHRF-1 détectée 

conjointement dans 1 a zone externe de 1 'émi nence médiane. Contrairement aux 
péricaryons hGHRF-1 localisés dans l e  NARC médian, i l s  ne contiennent ni 1 ' IR- 
NPY ni 1 'IR-CCK. 

Chez l e  Rat, leur distribution toujours ventrolatérale dans le  NARC est 
t rès  similaire à ce1 le  des neurones qu'ont décrite de nombreux auteurs dans 
cette espèce à l 'aide d'IS anti-rGHRF1-430H (BLOCH e t  a l . ,  1984b ; D A I K O K U  e t  
a l  . , 1985 e t  1986 ; MERCHENTHALER e t  ARIMURA, 1985 ; MERCHENTHALER e t  al . , 
1984a e t  1986 ; OKAMURA e t  a l . ,  1985 ; SAWCHENKO e t  a l . ,  1985 ; DE GENNARO e t  
a l . ,  1986 ; EVERITT e t  a l . ,  1986 ; HOKFELT e t  a l . ,  1986 IBATA e t  a l . ,  1986 ; 
ISHIKAWA et  a l . ,  1986 ; MEISTER e t  al . ,  1986 ; VANDE POL et  a l . ,  1986) ou 
a n t i  -hGHRF (JACOBOWITZ e t  al . ,  1983 ; MERCHENTHALER e t  a l . ,  1984b). 

Chez l e  Cobaye, les  neurones du NARC hGHRÇ-1, en position ventrolatérale 
e t  dorsale, q u i  ne contiennent ni l'IR-NPY ni l'IR-CCK sont distribués dans la  

même zone que les neurones CTPG-1, comme l e  montre 1 'examen de coupes 

adjacentes. Ce1 a suggère fortement qu'i 1 s représentent une popul a t i o n  

neuronique précise constituant aussi chez cet animal le  système hypophysiotrope 
somatol ibérinergique. 

Une t e l l e  conclusion peut aussi ê t re  avancée en ce qui concerne les 
marquages obtenus chez l e  Chat. 

Chez 1 'Homme, les marquages anti-hGHRF o n t  été comparés sur les mêmes 

coupes après él ution des anticorps aux marquages anti -CTPG e t  anti -NPY. Seules 
1 es ce1 lules 1 es pl us dorsales du NARC, ainsi que ce1 les distri  buées dans l e  
noyau ventromédian, contiennent l'IR-CTPG q u i  n'est en général pas associée à 

1 'IR-NPY. En accord avec de précédents travaux (BLOCH e t  a l  ., 19861, l'IR-CTPG 
a toujours été trouvée associée à l'IR-hGHRF. La coexistence des IR-hGHRF e t  
IR-CTPG ayant été constatée à l a  fois dans des neurones du NARC e t  dans des 
terminai sons péricapi I l  aires de 1 a zone neurovascul ai re, nous concluons que 
1 ' IR-hGHRF obtenue chez 1 'Homme intéresse t rès  vraisemblablement 1 a to ta l i té  du 

système tubéro-infundibul aire somatol i bérinergique de 1 ' aire hypophysiotrope. 
Cependant, comme nous l'avons montré chez l'Homme e t  le Cobaye, la  

réciproque n'est pas vraie. En effet, 1 ' IS anti-hGHRF1-44NH2 ut i l isé  ici marque 
à 1 a fois l e  système somatolibérinergique e t  l e  système à IR-(NPY, C C K )  . Ce 

dernier est constitué de neurones localisés dans les régions médianes du NARC, 

e t  cela dans toutes les espèces étudiées. 

Ces observations d'un marquage anti-hGHRF dans  des neurones à 

localisation périventriculaire dans l e  NARC, au moins chez l e  Rat (CIOFI e t  



TRAMUy 1986b e t  c ; CIOFI e t  al . ,  1987a), ne c o n s t i t u e n t  pas un exemple i s o l é  

dans l a  l i t t é r a t u r e .  Un t e l  marquage dans c e t t e  espèce a é t é  rappor té  

précèdemment par  SMITH e t  a l .  (1984) à 1 ' a i d e  d ' u n  I S  anti-hGHRF1-400H, e t  par  

DAIKOKU e t  a l .  (1985) à 1 ' a i d e  d 'un  anti-hGHRF1-44NHZ. Dans l e  d e r n i e r  cas, l e s  

auteurs  montrent que t r o i s  IS, t ous  p r o d u i t s  c o n t r e  l e  hGHR1-44NHz, dé tec ten t  

des s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s  de l 'hypothalamus médiobasal du Rat. Parmi ces t r o i s  

IS, 1 'un  marque fa ib lement  1 a zone externe de 1 'éminence médiane e t  quelques 

pér icaryons dans l 'hypothalamus médiobasal ; un au t re  ne marque pas l 'éminence 

médiane mais de nombreux pér icaryons dans 1 'hypothalamus dorsa l  ; l e  d e r n i e r  

e n f i n  donne un marquage t o u t  à f a i t  semblable à c e l u i  que nous obtenons dans 

c e t t e  espêce avec n o t r e  propre I S ,  c ' e s t - à - d i r e  un marquage de l 'éminence 

médiane, de nombreux pér icaryons dans l e  NARC médian e t  de quelques neurones 

a i l  l e u r s  dans 1 'hypothalamus (se lon l e s  auteurs, c e t  I S  r e c o n n a î t r a i t  un 

ép i tope  p o r t é  par  l a  séquence (27-44) du hGHRF1-44NHz. 

Chez l e  Rat, 1 a d i s t r i b u t i o n  de l a  somato l ibér ine  a é t é  é tud iée  à 1 ' a i d e  

d '  I S  d i r i g é s  contre, s o i t  l e  hGHRF (JACOBOWITZ e t  al . ,  1983 ; MERCHENTHALER e t  

a l . ,  19846 ; SMITH e t  a l  . , 1984 ; DAIKOKU e t  al., 1985 ; FELLMANN e t  a l  . , 1985 

e t  1986), s o i t  l e  rGHRF1-430H (BLOCH e t  al . ,  1984b ; DAIKOKU e t  a l . ,  1985 e t  

1986 ; MERCHENTHALER e t  ARIMURA, 1985 ; MERCHENTHALER e t  a l . ,  1984a e t  1985 ; 

OKAMURA e t  a l . ,  1985 ; SAWCHENKO e t  a l . ,  1985 ; DE GENNARO e t  a l . ,  1986 ; 

EVERITT e t  a l . ,  1986 ; HOKFELT e t  a l  ., 1986a ; IBATA e t  a l  ., 1986 ; ISHIKAWA e t  

a l . ,  1986 ; MEISTER e t  al . ,  1986 ; VANDE POL e t  a l . ,  1986). 

Tous 1 es marquages anti-rGHRF1-430H i ntéressent  de façon s im i  1 a i r e s  des 

neurones d i s t r i b u é s  dans l e  NARC v e n t r o l a t é r a l  e t  dans l a  r é g i o n  p é r i -  

ventromédi ane e t  sous-f o r n i c a l e  de l ' hypothal amus médio-basal . 
Les marquages obtenus à 1 ' a ide  d '  I S  d i r i g é s  con t re  l a  molécule compléte 

de hGHRF ou un de ses fragments na tu re l s ,  sont  p lus  d i f f é r e n t s  e n t r e  eux. 

L '  u t i l i s a t i o n  chez l e  Rat d '  IS  anti-hGHRF1-370H permet (FELLMANN e t  a l . ,  1985) 

ou ne permet pas (FELLMANN e t  al . ,  1986) 1 a v i s u a l i s a t i o n  de neurones dans l e  

NARC l a t é r o v e n t r a l .  Cependant dans ces deux pub l i ca t i ons ,  l e s  auteurs 

r a p p o r t e n t  1 e marquage de nombreux neurones dans 1 'hypothalamus do rsa l  (FELLMAN 

e t  a l . ,  1985 e t  1986) e t  dans des rég ions  extra-hypothalamiques (FELLMANN e t  

a l  . , 1985). Des I S  a n t i  -hGHRF1-400H ou a n t i  -hGHRF1-44NH2 ne marquent pas (BLOCH 

e t  a l . ,  1983b ; DAIKOKU e t  a l  ., 1985 ; FELLMANN e t  a l  ., 1986) ou marquent, 

p ré f  é rent  i e l  1 ement , des neurones dans 1 e NARC 1 a té roven t ra l  (JACOBOWITZ e t  a l  . , 
1983 ; MERCHENTHALER e t  al . ,  1984b ; FELLMANN e t  al . ,  1985) ou dans 1 e NARC 

médian (SMITH e t  a l . ,  1984 ; DAIKOKU e t  al . ,  1985 ; CIOFI e t  a l . ,  1987a), avec, 

dans ce de rn i  e r  cas, un marquage de s t r u c t u r e s  ex t ra-hypotha l  amiques (SMITH e t  

a l  ., 1984) q u i  a é t é  aussi  d é c r i t  chez l e  Chat (BUGNON e t  a l  ., 1983). 



L '  ensemble de ces r é s u l t a t s  suggère que des substances inconnues 

apparentées au hGHRF sont présentes dans l e  cerveau du Rat e t  que l e u r  

v i s u a l i s a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  ou exc lus ive dépend, en p a r t i e  au moins, de l a  

nature des populat ions d'immunoglobulines spéc i f iques contenues dans chaque I S  

po lyc lona l  u t i l i s é .  L'une de ces substances, apparentée au hGHRF1-37 OH, a 

é t é  détectée dans un système de neurones peptidergiques préalablement i d e n t i f i é  

e t  correspondant au groupe de ce1 1 u l  es à -mé1 anotropi ne de 1 ' hypothal amus 

dorsa l  (FELLMANN e t  a l  ., 1985, 1986 e t  1987). Dans ce système d' interneurones 

qu i ,  comme l e  système tubéro-ext ra- in fundibu la i re  à IR-(CCK,hGHRF,NPY), e s t  

sans r e l a t i o n  avec 1 'éminence médiane, 1 a substance apparentée au hGHRF 

p o u r r a i t  exercer un r ô l e  de neuromodul ateur. 

Les descr ip t ions de 1 a d i s t r i b u t i o n  des s t ruc tu res  hGHRF-1 que nous 

donnons dans 1 'hypothalamus médiobasal du Chat sont en p a r f a i t  accord avec 1 es 

précédents travaux e f fec tués dans c e t t e  espèce par BUGNON e t  a l .  (1983). Ces 

auteurs rapportent  que 1 '1s  anti-hGHRF1-44NH2 q u ' i l s  ont  u t i l i s é  marque, en 

dehors de 1 a r ég i  on i n fund i  bu1 a i re ,  de nombreux péricaryons e t  une innerva t ion  

dense dans 1 es régions 1 imbiques e t  s t r i a t a l e s .  C 'es t  ce que nous avons aussi 

observé avec not re  propre I S .  De plus,  l a  d i s t r i b u t i o n  des s t ruc tu res  hGHRF-1 

"ex t ra - in fund i  bu la i res"  chez l e  Chat ressemble fortement à ce que SMITH e t  a l .  

( 1984) e t  nous même avons observé chez 1 e Rat. Comme nous 1 ' avons montré, ces 

systèmes hGHRF-1 sont ident iques aux systèmes neuroniques à NPY. Ces données 

suggèrent que d i f f é r e n t s  I S  anti-hGHRF1-44NH2 (BUGNON e t  a l . ,  1983 e t  l a  

présente étude) ou anti-hGHRF1-400H (SMITH e t  a l  ., 1984) sont suscept ib les de 

marquer l e s  mêmes s t ruc tures,  en détectant  peut ê t r e  l a  même substance. 

Chez 1 es Primates, 1 es études immunohi stochimiques de 1 a d i s t r i b u t i o n  de 

1 a somatoli bér ine ont  é t é  réa l i sées  à 1 'a ide  d '  I S  anti-hGHRF1-400H (BLOCH e t  

a l . ,  1983a e t  b e t  1984a e t  1986) e t  anti-hGHRF1-44NH2 (BLOCH e t  a l . ,  1984b e t  

1986 ; LECHAN e t  al. ,  1984). Ces travaux, r é a l i s é s  chez 1 e S i  nge-Ecureui 1 e t  1 e 

Macaque (BLOCH e t  a l  . , 1983a1, l e  Singe Rhésus (LECHAN e t  a l . ,  1984) e t  chez 

1 'Homme (BLOCH e t  a l . ,  1984a), f o n t  é t a t  d 'un marquage de neurones l oca l i sés  

dans l e s  p a r t i e s  basses du noyau ventromédi an e t  dans l e s  régions dorsales e t  

l a t é r a l e s  du NARC. Les documents présentés mettent b ien en évidence l 'absence 

de neurones i mmunoréactifs en p o s i t i o n  médiane ven t ra le  e t  pé r i  ven t r i cu l  a i r e  

dans l e  NARC, régions dans lesquel  l e s  sont d i s t r i bués  l e s  neurones que nous 

montrons con ten i r  l'IR-(CCK,hGHRF,NPY). La substance que nous détectons chez 

1 'Homme n ' a  semble- t - i l  donc pas é té  v i sua l i sée  par l e s  I S  précédemment 

u t i l i s é s  chez l e s  Primates. Seul 1 'un d ' e n t r e  eux a, à n o t r e  connaissance, é t é  

t e s t é  chez l e  Rat (BLOCH e t  a l . ,  1983a), espèce dans l a q u e l l e  il n ' a  condui t  à 

aucun marquage. De même, aucun des auteurs ayant u t i l i s é  un I S  anti-hGHRF en 



i mmunohi s toch i  mie "hétérologue" chez l e  Rat ne p r é c i  se 1 e comportement de ce 

même I S  su r  matér i e 1  humain. Ces données i ncompl è tes  rendent  donc imposs ib le  

1 es p a r a l l ë l e s ,  s i  t a n t  e s t  q u ' i  1s puissent  a v o i r  une quelconque s i g n i f i c a t i o n ,  

e n t r e  l a  présence ou 1 'absence co r ré lées  du marquage de neurones dans l e  NARC 

médian chez 1 'Homme e t  chez l e  Rat.  Notre I S  v i  sua1 i s e  ces neurones dans t o u t e s  

l e s  espèces étudiées (Cobaye, Rat, Chat, Lapin, Homme) sauf chez l a  Sour is .  La 

s i g n i f i c a t i o n  de c e t t e  d i f fé rence i n t e r s p é c i f i q u e  demeure obscure. 

Comme nous 1 'avons rappor té  dans l e  c h a p i t r e  consacré aux m a t é r i e l  e t  

méthodes, l e s  t e s t s  radioimmunologiques e t  immunohistochimiques démontrent l a  

s p é c i f i c i t é  des marquages obtenus avec n o t r e  I S  a n t i  -hGHRFl-44NH2 ( I S  81 ) . I l s  

exc luen t  en p a r t i c u l i e r  t o u t e  é v e n t u a l i t é  de r é a c t i o n  c ro i sée  avec l e  NPY. A f i n  

de s a v o i r  q u e l l e  e s t  l a  séquence reconnue p a r  1 ' I S  81, nous avons t e s t é  en R I A  

son 1 ' a f f i n i t é  pour deux fragments du hGHRF commercial i sés par Peni nsul  a, 1 es 

fragments 1-29NH2 e t  30-44NH2, s o i t  en l e s  p o r t i o n s  N - t  e t  C - t  de l a  

somato l ibér ine  humaine. Les r é s u l t a t s  montrent que s i  1 ' I S  81 a une f o r t e  

a f f i n i t é  pour l e  hGHRF1-44NH2, i 1 présente peu d ' a f f i n i t é  pour l e s  fragments 

1 -29NH2 e t  30-44NH2 (0,02% e t  0,07%, respect ivement) .  Ces données montrent que 

1 a présence de 1 a séquence complète du hGHRF1-44NH2 e s t  essen t ie l  l e  à 1 a bonne 

1 i a i s o n  des an t i co rps  e t  donc que 1 ' I S  81 p o u r r a i t  reconna î t re  un m o t i f  

r é s u l t a n t  de l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  de l a  molécule. 11 se peut aussi ,  que 1 ' 1 s  

81 s o i t  d i r i g é  c o n t r e  une séquence dont l ' i n t é g r i t é  n ' e s t  respectée dans aucun 

des deux fragments, par  exemple, 1 a séquence (28-32). La quest ion  de l a  n a t u r e  

de l'IR-hGHRF présente dans l e s  neurones du NARC chez l e s  Mammifères é t u d i é s  

recev ra  certainement un élément de réponse in té ressan t  l o rsque  nous préc iserons 

dans l ' a v e n i r  l e  s i t e  mo lécu la i re  reconnu pa r  n o t r e  I S  81. 

Deux études rétemment pub1 iées  sont à cons idérer  dans c e t t e  op t ique  . 
DAIKOKU e t  a l .  ( 1  985) o n t  montré, comme nous 1 'avons d é j à  mentionné, qu 'un I S  

p r o d u i t  c o n t r e  l e  hGHRF1-44NH2 (codé anti-hpGRF-MC), ne c r o i s a n t  n i  avec l e  

hGHRF1-370H n i  avec l e  hGHRF1-400H e t  reconnaissant  l a  séquence (27-44) du 

hGHRF1-44NH2, v i s u a l i s e  chez l e  Rat de nombreux pér icaryons l o c a l i s é s  dans 1 es 

rég ions  médianes du NARC, donnant donc un marquage par fa i tement  i d e n t i q u e  à 

c e l u i  que nous avons d é c r i t  dans c e t t e  espèce. U t i l i s é  par  SHIBASAKI e t  a l .  

( 1  984) dans l e  dosage de 1 ' IR-hGHRF de 1 'hypothalamus humain, ce même I S  (codé 

TR 1223) ne détec te  qu 'un seul p i c  d ' immunoréact iv i  t é  dans 1 es e x t r a i t s .  Ce p i c  

é lue,  de façon i d e n t i q u e  au hGHRF1-44NH2. De façon t r è s  i n d i r e c t e ,  l e s  

r é s u l t a t s  suggèrent que 1 ' IR-hGHRF abondante que nous détectons chez 1 ' Homme 

dans 1 e sys tëme t ubéro-ext r a - i  n f  undi bu 1 a i r e  e s t  due à 1 a présence d ' hGHRF v r a i  . 
11 f a u t  cependant sou1 i g n e r  que c e t t e  possi b i  li t é  e n t r e  en c o n t r a d i c t i o n  avec 

1 ' absence apparente d ' imrnunoréacti v i  t é  de ce  système chez 1 es Primates, d ' une 



part à d'autres IS dirigés également contre l e  hGHRF (BLOCH e t  a l . ,  1983a e t  b ,  

1984a ; LECHAN e t  a l . ,  1984) e t  d'autre part à 1 ' IS anti -CTPG. I 

En concl usi on, l'analyse de l a  bibliographie relative à 

1 ' immunohi stochi mie (homologue e t  hétérologue) du  GHRF chez 1 e Rat comme chez 

l e  Primate, ne f a i t  apparaître aucun consensus. Les études d'hybridation in 
1 
1 
1 - 

situ en cours (Bertrand BLOCH, communication personnelle) e t  à venir - 
apporteront certainement des éléments de réponse qui permettront d '  interpréter 
les divergences actuelles. 

E - Les projections des neurones ( C C K ,  hGHRF, NPY)-1 : 

Si les connextions nerveuses du NARC sont en général connue (voir VAN DEN 

POL e t  CASSIDY, 1982 ; CHRONWALL, 1985 e t  PALKOVITS, 1986), sauf en ce qui 
concerne 1 e système neuronique POMCergique (voir KHACHATURIAN e t  a l . ,  19851, 

, peu d'informations sont disponibles sur les projections centrales de t e l l e  ou 
te l  1 e popu 1 ation neuronique pept i dergique qu' i 1 contient . 

Les éfferences NPYergiques du NARC sont encore mal définies. Par 

1 'emploi, chez 1 e Rat, de techniques de marquage rétrograde combinées à 

1 ' immunocytochimie, deux études o n t  rapporté 1 'exi stence de projections 
"arcofuges" NPYergiques vers 1 ' aire préoptique médiane e t  1 a substance gri se 
péri aqueducale (CHRONWALL,  1985 ; YAMANO e t  a l . ,  1985). D' autres auteurs ont 
montré qu'après lésion électrolytique ( B A I  e t  a l . ,  1985) ou chimique 

( JACOBOWITZ e t  OLSCHOWKA, 1982a e t  b )  du NARC,  1 a majorité de 1 ' innervation 

NPY-1 e t  BPP-1 des noya.ux hypothal amiques paraventri cul aires e t  dorsomédi ans 
est  fortement réduite. Cela suggère que les neurones NPYergiques du  NARC, comme 
1 es neurones POMCergiques (SAWCHENKO e t  a l . ,  1982), projettent dans le NPV e t  
1 'aire hypothalamique dorsale. NAGAKAWA e t  a l .  ( 1  985) proposent que le  système 
NPYergique du NARC est à 1 'origine d'une grande partie de 1 'innervation 
NPYergique de 1 'hypothalamus. 

Dans l e  cerveau du Rat, l a  comparaison de la  distribution des 

i nnervations NPY-1 e t  ACTH-1 f a i t  ressortir,  comme nous 1 ' avons rapporté, 
1 'exi stence d'analogies frappantes. Ces deux innervations sont t rès  simi 1 aires 

par leur distribution e t  leur orientation apparente dans t o u t  le  système 
1 imbique. De plus, comme les neurones à NPY, les neurones à POMC ne projettent 

pas dans l'éminence médiane externe (JOSEPH, 1980 ; KNIGGE et JOSEPH, 1981 ; 

KNIGGEet a l . ,  1981 ; TRAMU e t  a l . ,  1982). C e l a l a i s s e à p e n s e r q u e l e s  
neurones NPYergi ques e t  1 es neurones .POMCergi ques du  NARC constituent deux 

systèmes tubéro-extra-i nf undi bu1 aires innervant conjointement 1 es mêmes régi ons 
centrales. 



Comme 1 e système POMCergique qui élabore plusieurs molécules susceptibles 
d 'agir en tant que neuromodul ateurs dans l e  SNC (voir TRANCHAND-BUNEL et  a l . ,  
1 987), 1 e système NPYergique du NARC él aborerai t des substances apparentées à 

1 a cholécystokinine (CIOFI e t  TRAMU, 1985 e t  1986b e t  c ) ,  à l a  somatolibérine 
humaine (CIOFI e t  a l . ,  1987a, b,c et  d )  , à 1 a somatostatine (CHRONWALL e t  a l . ,  
1985, e t  1 a présente étude) e t  aux enképhalines (EVERITT e t  a l . ,  1986). 
L' arrangement précis de ces différents neuropeptides dans 1 es neurones 

NPYergiques du NARC n'est pas encore définitivement établi .  Ces mu1 tiples cas 
de coexi stence entre neuromodul ateurs font néanmoins penser à 1 'existence dans 
ce système de sous-populations neuroniques distinctes pouvan t  chacunes exercer 
des fonctions particulières. 

Les neurones POMCergiques et  NPYergiques du NARC ne constituent pas les 
deux seul es popu 1 a t  ions neuroniques pept i dergi ques tubéro-extra-i nfundi bu1 ai res 
de cette région. 11 a en effet été montré que les neurones à somatostatine du 

NARC ne projettent pas dans 1 'éminence médiane externe (EPELBAUM e t  a l . ,  1981 ; 
KAWANO e t  a l . ,  1982 ;. MAKARA e t  a l . ,  1983). Ces donn6es suggèrent, qu'en partie 
au moins, 1 es neurones somatostatinergiques du NARC auraient des projections 
analogues à ce1 1 es des neurones POMCergi ques e t  NPYergiques de cette régi on. 

Ai nsi , 1 e NARC serait constitué d'une composante tubéro-infundi bu1 aire 
hypophysiotrope, représentée par 1 es neurones mu1 t i  peptidergiques e t  

ami nergiques distribués dans ses régions dorsal es périventri cul aires e t  
latéroventrales, e t  d'une composante tubéro-ext ra- in fund ibu la i re ,  représentée 

par les neurones élaborant - de façon combinée ou non - l e  NPY, 1 a 
somatostatine, les dérivés de l a  POMC e t  des précurseurs des enképhalines, 

ainsi que des peptides , apparentés à 1 a somatol i bérine humaine et  à 1 a 
cholécystokinine (voir Figure). 

Quel 1 e pourrait être 1 a fonction de tel s systèmes tubéro-extra- 
i nf undi bu1 ai res ? 

F - Hypothèse relative à 1 a fonction des neurones ( C C K ,  hGHRF, NPY) -1 : 

L '  innervation NPY- 1 de 1 ' hypothalamus est abondante. El le  est en 
particulier distribuée dans 1 es régions constituant 1 ' aire hypophysiotrope au 
sens 1 arge , contenant 1 es neurones 1 ul i béri nergi ques de 1 a régi on 
septopréoptique, 1 es neurones somatostati nergiques de 1 ' aire péri ventricul aire,  

1 es neurones corti col i béri nergi ques e t  thyrol i béri nergi ques du noyau 

paraventri cul aire e t  1 es neurones somatol i bérinergiques du noyau arqué. 11 



semble donc que les neurones à N P Y  du NARC envoient leurs axones dans toutes 

les régions contenant des neurones projetant dans 1 'éminence médiane, comme le  
remarque MEZEY e t  a l .  ( 1  985) pour 1 es neurones à POMC. 

Nous avons effectué des réactions immunohi stochimiques visualisant, chez 
l e  Rat colchicinisé, en u n  premier temps, 1 'innervation NPY-1 en bleu par le  
4-ch1 oro-1-naphtol , e t  en u n  second temps, 1 es différents neurones 

hypothal amo-infundi bu1 aires en rouge par 1 a 3-ami no-9-éthyl carbazole (BOORSMA, 

1984, voir Matériel et  Méthodes au IV, 0, 3 ) .  Les images obtenues montrent que 
des axones NPY- 1 se trouvent dans 1 'envi ronnement immédi a t ,  autour et 
vrai sembl ablement au contact, de neurones producteurs de facteurs 

hypophys i otropes dans toutes 1 es régions exami nées. Ces observations, suggérant 

1 ' exi stence de synapses NPYergiques sur 1 es corps ce1 1 ul aires et/ou 1 es 
dendrites proximales des neurones hypophysiotropes, doivent bien entendu être  

confirmées (ou  infirmées) par des études de microscopie électronique. 

En accord avec ces observations en microscopie photonique, une étude 
récente en microscopie él ectronique chez 1 e Rat, rapporte 1 'exi stence de 

synapses axo-dendritiques NPYergiques dans 1 ' aire périventricul aire et l e  NARC 

(PELLETIER e t  a l  . , 1984b 1. Ces résultats doivent être rapprochés de travaux 
récents montrant que l e  NPY injecté dans les ventricules cérébraux influe sur 

1 a fonction neuroendocri ne au ni veau hypothal amique ( K E R K E R I A N  e t  al . , 1985 ; 
McDONALD e t  a l . ,  1985 ; HARFSTRAND e t  a l . ,  1986 e t  1987). 

Deux études immunohi stochimiques effectuées au 1 aboratoire chez le Cobaye 
à 1 'aide de 1 ' ES 81 en microscopie électronique o n t  décrit 1 a présence d '  IR- 

hGHRF dans des terminaisons axoniques dans le  NARC (BEAUVILLAIN e t  a l . ,  1987a) 
e t  dans l e  NPV (BEAUVILLAIN e t  a l . ,  1987b). Dans ces deux régions, les 

terminaisons hGHRF-1 établissent des contacts synaptiques axo-somatiques et/ou 
axo-dendritiques avec des neurones non  marqués. Ces résultats suggèrent que l a  

substance hGHRF-1 détectée par 1 ' IS 81 a vraisemblablement u n  rôle 
neuromodul ateur dans 1 e NARC e t  le  NPV. Comme nous 1 'avons montré en 

microscopie photonique, l a  p l u s  grande partie de l'innervation hGHRF-1 du  NARC 

e t  du NPV es t  aussi NPY-1. 11 est donc vraisemblable que les  terminaisons 

nerveuses visualisées par BEAUVILLAIN e t  al .  (1987a e t  b )  contiennent aussi du 

NPY e t  représentent 1 es projections d u  système tubéro-extra-i n f  undi bu1 aire dans 

l e  NPV e t  l e  NARC chez le  Cobaye. Ces terminaisons pourraient aussi contenir 
1 'IR-CCK, ce qui serait à rapprocher des effets modulateurs de l a  CCK sur les 

fonctions neuroendocrines, effets que nous avons passé en revue dans la 
première partie de ce mémoire. 11 reste à définir exactement les types 
cellulaires contactés dans l e  NARC e t  l e  NPV. 

Prises dans leur ensemble, ces données suggèrent que le  système tubéro- 



extra-infundibulaire à IR-(CCK,hGHRF,NPY) pourrait ê t re  impliqué dans la  

régul a t ion  de 1 ' activité neuroendocrine au niveau hypothal amique. Ces 
conclusions sont en accord avec la  conception générale de l'intervention du 

NARC dans 1 a modulation de 1 'activité des centres hypophysiotropes, comme le  1 
1 

rappel le CHRONWALL ( 1 985) dans une revue récente. I 

G - La coexistence des IR-hGHRF e t  IR-NPY dans l e  cerveau en général : 

Nous avons montré ici  chez l e  Rat, que l'IR-hGHRF est  toujours associée à 

1 'IR-NPY dans tous les neurones télencéphaliques e t  dans 1 a plupart des 
neurones hypothalamiques (CIOFI e t  a l . ,  19874). Seuls quelques corps 

I ce1 1 u l  ai res de 1 ' aire hypothal amique 1 atéral e e t  1 es neurones tubéro- 
i nfundi bu1 aires ne contiennent que 1 ' IR-hGHRF. 

L '  association quasi constante de ces deux immunoréactivi tés peut f a i r e  
penser à l'existence dans l e  neurone d'un précurseur commun aux deux substances 
immunorêactives. Toutefois, comme nous l'avons précisé, d'assez nombreux corps 

cellulaires NPY-1 ne montrent pas 1 ' IR-hGHRF, e t  ce, à 1 'intérieur même d'une 

population neuronique donnée. En effet ,  certains neurones striataux ne sont que 

NPY-1, comme certains neurones du locus coeruleus. Ce f a i t ,  rattaché à 

1 'observation de 1 ' absence de corrélation s t r ic te  entre les intensités des deux 

i mmunoréacti vi tés dans u n  même corps ce1 1 ul aire (voir Fi g . X X X I  1 Igl e t  921, 

plaide en faveur de 1 'existence de précurseurs différents pour la  substance 

NPY-1 et  la  substance hGHRF-1. De plus, chez 1 ' animal non  colchicinisé, 1 ' IR- 

hGHRF des neurones corticaux, quoique rarement décelée, présente u n  
conditionnement apparemment granulaire e t  diffus dans l e  cytoplasme, a l o r s  que 

1 'IR-NPY es t  en général plus forte e t  essentiellement localisée en position 
péri nucléai re, peut être dans 1 ' apparei 1 de Go1 gi . 

Les systèmes neuroniques NPYergiques seraient donc capables de  

synthétiser une substance apparentée à 1 a somatol i béri ne humai ne, dont 1 a 
production serait variable d'un neurone à l 'autre.  

Notons que l e  hGHRF possède comme NPY, 1 a particularité d'agir sur l a  

prise alimentaire après injection intraventricul aire ( IMAKI e t  a l . ,  1985 ; 

STANLEY e t  LEIBOWITZ, 1985 ; VACCARINO et  al . ,  1985). 
Retenons enfin que divers neurones diencéphaliques mais surtout corticaux 

sont sensibles au hGHRF (TWERY e t  MOSS, 1985 e t  1986). Chez l e  Rat, aucune 

I innervation rGHRF-1 n'a é té  décrite dans l e  cortex pariétal e t  l e  striatum 

alors que TWERY e t  MOSS (1 985 e t  1986) y o n t  trouvé des neurones sensibles au 
hGHRF uniquement. Ces données suggèrent l'existence dans l e  cortex du Rat de ~ 
molécules neuromodul atrices qui sont apparentées au hGHRF. 



En conclusion, nos observations de l a  présence d'IR-hGHRF dans une 

innerva t ion  dense dans t o u t  l e  cerveau, rattachées, d 'une part ,  à l a  

démonstration de sa 1 ocal i sat ion i nt ra -vés icu l  a i r e  dans des termina i  sons 

axoniques (BEAUVILLAIN e t  a l . ,  1987b), e t  d ' a u t r e  par t ,  aux e f f e t s  

comportementaux (VACCARINO e t  al . ,  1985) e t  é lectrophysio logiques du 

hGHRF1-44NH2 (TWERY e t  MOSS, 1985 e t  1986 ; POULAIN e t  CARETTE, 1986), sont  en 

faveur de 1 ' ex i  stence d'une substance apparentée à 1 a somatol i bér ine humai ne, 

CO-facteur du NPY dans l e  système nerveux cen t ra l  des Mammifères. 



CONCLUSION 

Ces étude; de l a  neuroanatomie chimique du noyau argué dans quatre 
espèces de Mammifères, d o n t  l'Homme, démontrent l a  coexistence de peptides 
apparentés à 1 a cholécystokinine e t  à l a  somatolibérine humaine dans la  plupart 
des neurones à neuropeptide Y de cette régi on. Troi s popul ations neuroniques 
initialement considérées comme différentes e t  pouvant être tenues pour 
contribuer au système tubéro-infundibu1 aire o n t  é t é  reconnues comme constituant 

u n  unique système multipeptidergique tubéro-ext ra- in fund ibu la i re .  

La détermination de l a  nature des substances CCK- et  hGHRF- 

i mmunoréacti ves qu' i 1 contient constitue u n  projet à vocation purement 

biochimique qui est  en cours de réalisation au laboratoire. 



Un des principaux thèmes de ce t t e  étude concerne l a  coexistence dans u n  
même neurone de plusieurs neuropeptides candidats potentiels à l a  neuromo- 

dulation.Ces observations apellent à s ' in te r roger  sur l a  s ignif icat ion mo- 

léculaire  (existence d'un précurseur commun aux d i f fé rents  peptides dans 

l a  ce l lu l e )  e t  fonctionnelle (par t  respective e t  rôles précis de .chaque 

neuromodul ateur dans 1 e t r ans fe r t  de 1 ' information) . 
Ces questions res ten t  pour l ' i n s t a n t  sans réponse déf in i t ive .  

Signalons toutefois  que l a  coexistence de neuromodulateurs dans u n  même 

neurone n ' e s t  pas u n  caractère propre au cerveau des Mammifères. Des ob- 

servations semblables o n t  é t é  effectuées chez les  autres Vertébrés e t  chez 

de nombreux Invertébrés. 

Dans ce dernier cas ,  les  associations ch01 écystokini ne-corticol i bérine 

e t  cholécystokinine-somatolibérine qui o n t  é t é  décrites i c i  chez l'Homme 

e t  l e  Cobaye, sont retrouvées, respectivement, chez une Annélide Polychète 

(DHAINAUT-COURTOIS e t  a l . ,  1985) e t  chez u n  Insecte Odonate (J.C. ANDRIES, 

communication personnel 1 e ,  ANDRIES e t  a l . ,  1984). 

La transmission chimique pluri factor iel  l e  es t  donc vrai semblablement 

u n  mécanisme mis en place t r è s  t ô t  dans 1 ' évolution anima1 e.  

CONCLUSION G E N E R A L E  
------------------- ------------------- 
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P L A N C H E S  

A moins que cela ne so i t  spécif ié ,  toutes les  figures représentent des coupes 

frontales ,  chez des animaux t r a i t é s  par l a  colchicine. 

Les abréviations sont données dans l a  légende de l ' a t l a s  du cerveau du Cobaye. 



Pl anche 1 : STRUCTURES CCK- 1  DANS L E  C O R T E X .  

a ,b,c e t  f  : Comparaison de l a  densité de 1 'innervation CCK-1 du cortex 

frontopariétal  ( a ,  couche IV), temporal ( b ,  couche I I I )  e t  

suprarhi na1 postérieur ( c ,  couche I I  e t  6 couche IV). 
Antérieurement, seul s  quelques axones $$K- 1 sont observés 

(f lèches en a ) ,  alors que postérieurement, 1 'innervation CCK-1 

e s t  plus dense e t  s'agence en formations péri somatiques (pointes 
de f lèches)  autour de neurones non marqués ( b ,  c  e t  f l  e t  2 )  ou 
marqués ( f  3 ) .  

b , d  e t  e  : Différents types ce1 lu1 aires CCK-1, d ' a l l u r e  bipolaire (e2, 

cortex f rontopariétal , couche I I ) ,  mu1 t ipol  a i re  (e3, cortex 

temporal, couche VI), ou de l a  classe "bitufted" (b,d e t  e l ) .  

L'axone e s t  souvent renflé dans sa portion proximale (grandes 

flèches en d e t  e l ) ,  puis se  continue distalement (pointes de 

f lèches)  en se  colatéral i  sant (pe t i t e s  flèches en d )  comme l e  

montre 1 'encart à f o r t  grossissement en d ( f l èches ) .  

Barre en a ,  b, c  e t  d  = 50 m 

en e  e t  f  
t-' 

- , direction de 1 a  surface cort icale .  

Technique : a,b,d e t  e ,  réaction à l a  DAB intensif iée par 1  'argent,  c  e t  f ,  
ch1 oronaphtol . 





P l  anche II : STRUCTURES CCK-1 DANS L' AMibALE 

a  : Région médiane de  1  'amygda] montrant  une IR-CCK dense i n t é r e s s a n t ,  dans l e  
,.,J-vp G?&cbf 

noyau médian (AMET ,\PI ( f l è c h e s )  e t  une i n n e r v a t i o n  abondante ( d é t a i l l é e  en b )  

pér isomat ique e t  p ë r i d e n d r i t i q u e  (po in tes  de f l è c h e s )  au tour  de neurones n é g a t i f s  

don t  1  'aspect  d i f f è r e  b i e n  de c e l u i  p résen té  pa r  1  a  c e l l u l e  monopola i re  ( f l è c h e )  

au marquage c l  a i rement  i n t r a c y t o p l  asmique. 

c e t  d  : Noyau c o r t i c a l  où 1  ' o n  observe une i n n e r v a t i o n  CCK-1 pér isomat ique  

( p o i n t e s  de f l è c h e s )  de l a  couche pyramidale ( c  e t  Pyr en d )  e t  des neurones ' 

CCK-1 b i p o l a i r e s  ( c ) ,  monopola i res (1  en d )  ou m u l t i p o l a i r e s  ( 2  e t  3 en d ) .  1 
l 

Réact ions à 1  a  DAB i n t e n s i f i é e  p a r  1  ' a r g e n t .  

Ba r re  en a  = 200 /um 

en b,c e t  d = 50 urn 

I 





Pl anche 1 II : STRUCTURES CCK-  1 DANS LE STRIATUM 

L i  I R - C C K  i  ntéresse des corps ce1 lu1 aires  polymorphes (b ,  e t  grandes 

flèches en a,  putamen postérieur,  en c ,  globus pallidus caudal, e t  d, portion 

moyenne d u  variqueuses (pe t i t e s  

en c e t {  f i g  a ) .  
Lw_ - Certains corps ce1 lu1 aires  marqués envoient des prolongements nerveux dans 1 es 

faisceaux ( F )  de substance blanche (pointe'de flèche en a ) .  -1 

Barre en a e t  b = 25 P m  

en c e t  d = 50,um ! 
Techniques : a e t  b ,  chloronaphtol 

c e t  d,  réaction à 1 a DAB i ntensifiée par 1 ' argent. 





P l  anche I V  : STRUCTURES CCK-1 DANS LE NOYAU DU L I T  DE LA STRIE TERMINALE. 

a  e t  c  : Vues généra les des p a r t i e s  médianes (a ,  BSTm) e t  p o s t é r i e u r e s  ( c ,  BSTp) 

&/,- -JI., du noyau du  1  i t  de l a  s t r i e  t e r m i n a l e  ( s t ) .  Les co rps  c e l l u l a i r e s  
marqués ( f l è c h e s )  s o n t  l o c a l i s é s  au tou r  de ( a )  ou dans l a  s t  ( p o i n t e  de 

f l è c h e  en c ) ,  a i n s i  q u ' e n  p é r i p h é r i e  d u  BSTp ( c ) .  On observe dans c e t t e  

r é g i o n  une i n n e r v a t i o n  CCK-1 t r è s  dense (c  e t  f o r t  gross issement  en  d )  

ar rangée au tou r  de neurones n é g a t i f s  ( *  en d )  e t  au 

neurones p o s i t i f s  ( f l è c h e  en d )  . 

1 1  s de 1  i n n e r v a t i o n  CCX-1 dans l e  BSTp, de neurones n é g a t i f s  (2 e t  

i 3 e n  b, e t  en  @ ou marqués ( 1  en  b, p o i n t e s  de f l è c h e s ) ,  pé r i somat ique  

1 \ ( f l è c h e s  en e )  e t  p é r i d e n d r i t i q u e s  ( p o i n t e s  de f l è c h e s  en e ) .  Les 
as té r i sques  i nd iquen t  des neurones &@4f f a i b l emen t  ou pas i nnervés. 

y 5.: &,--),,, i- 
I 

--- _ _  --__ - - 
- - -- -- - 

Abrév i  a t i  on t r Ô Ï ~ é e  dh L-2- x v a i s s e a u  - - sanguin.  ) 
- - 

Ba r re  en  a  e t  c  = 100 jum 

e n  b,d e t  e  = 2 5  Orn 
f 

Réac t ions  au ch1 oronapht 01 





Planche V : STRUCTURES CCK-1 DE LA REGION SEPTO-PREOPTIQUE 

a  e t  b  : I n n e r v a t i o n  CCK-1 des organes c i r c u m v e n t r i c u l a i r e s .  ( a ) ,  organe 

sub f  o r n i c a l  . ( b ) ,  organe preopt ico-commissura1 ( f l è c h e s )  s i t u é  dans 

1  e  p l a fond  du  t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  ( 3 )  dans 1  ' a i r e  p r é o p t i q u e  médiane 

-- 
(MPO) . 

/ ,> 
/ : I n n e r v a t i o n  dense de 1  ' a i r e  p réop t i que  médiane. 3V, t r o i s i è m e  

/ v e n t r i c u l e .  

d  : I n n e r v a t i o n  CCK-1 p é r i  somatique ( f l è c h e s )  dans l e  septum 

1  a t é r o v e n t r a l  (LSV) . *, v e n t r i c u l e  1  a t é r a l  . 
1 
1 

1 1 

e  : F i b r e s  var iqueuses CCK-1 ( p o i n t e s  de f l è c h e s )  dans l e  b ras  p o s t é r i e u r  i 
I 

de  1  a  comrni ssure b l  anche a n t é r i e u r  f (ac) . e 
\ 
\ f : Groupe c i r c u l a i r e  de  p e t i t s  neurones CCK-1 ( f l è c h e s )  l o c a l i s é s  en 

\ 
\. p o s i t i o n  suprach i  asmat ique dans 1  ' a i r e  p réop t i que  médi anr .  

A b r é v i a t i o n  t r o u v é e  dans c e t t e  p lanche uniquement : IF ,  foramen- 
__--- -. 

\ ---- 
i nFer vent r i  c u l  a i  6:) 

B a r r e  dans t o u t e s  1 es f i g u r e s  = 50 rn P 
Techniques : a  à d  : r é a c t i o n s  à 1  a  DAB i n t e n s i f i é e  par  1  ' a r g e n t  

e  e t  f : c h l o r o n a p h t o l  
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P l  anche VI : STRUCTURES CCK-1 D E  L ' HYPOTHALAMUS MEDIOBASAL 

a ,  Vue générale d u  noyau arqué e t  de 1 'éminence médiane. 

Dans l e  noyau arqué, l e s  péricaryons sont localisés en position médiane e t  
périventriculaire . I l s  sont aussi présents dans 1 a  zone interne de l a  lèvre F 
dorsale de 1 'éminence médiane. 

Dans 1 'éminence médiane des f ibres  variqueuses CCK-1 sont essentiel  lement 

observées en position péricapi l l a i r e  (détai l  encadré en b ) ,  dans l e s  plages 

dorsales e t  ventromédiane de 1 a  zone externe - *, recessus infundibul a i r e  du 

3éme vent r i  cul e.  
'h l 

1 ,, 

l /  b, Détail de 1 'innervation périportale CCK-1, montrant une f ib re  variqueuse 
' 8 

;; 
marquée (pointe de f lèche)  courant contre u n  prolongement tanycytaire. 

l ' r  1 I 
l c ,  Aspect des péricaryons CCK-1 du  noyau arqué. Une grande ce1 lu le  monopolaire 1 

I \ 

côtoie de plus p e t i t s  neurones de forme circulaire .  

Les pointes de f l è c h e s j G ~ ~ ~  indiquent des cellules CCK-1 de 1 a  pars tubéra l i s  

( P T ) .  . 1 
1 

Barre en a = 200 rn r 
en b e t  c  = 50 m r 

Technique au chloronaphtol 
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Pl anche V I I  : STRUCTURES CCK-1 D E  L i  HYPOTHALAMUS MEDIOBASAL 

a e t  b, Vues d u  noyau arqué antérieur ( a )  e t  postérieur ( b )  montrant l a  

dis t r ibut ion toujours médiane des péricaryons CCK-1. *, recessus 

prémam i a i re  d u  3éme ventricule. Barre = 100 m .  P P 
c e t  d ,  Marquage anti-CCK de l'hypophyse qui intéresse,  dans l e  lobe nerveux 

( P L  ) quelques rares f ib res  variqueuses di s t r i  buées en péri phéri e ,  e t  

dans 1 'adénohypophyse toutes les ce1 Iules du lobe intermédiaire ( I L )  
pe&(,- 

e t  de nombreuses p& ce11 ules polygonales dans l e  lobe antérieur 

( A L )  i 1 lustréf à f o r t  grossissement en ( d l .  Barre en c = 100 m. P 
Réactions au chloronaphtol. 





Planche VIII : MARQUAGE ANTI-CCK DANS L'ADENOHYPOPHYSE E T  COLOCALISATION AVEC L A  

POMC.  

a l ,  e t  a2 montrent 1 a même coupe frontale  dans 1 e lobe antérieur de 1 ' hypophyse 

d'un Cobaye mâle, qui,  aprës une première réaction anti-CCK ( a l )  a 

é t é  décolorée, éluée, e t  t r a i t é e  avec u n  I S  anti-(17-39) ACTH.  ( a 2 ) .  

La majorité des ce1 lules 17-39 ACTH positives contiennent aussi 

1 ' IR-CCK (doubles flèches en al e t  a2) .  Certaines ce l lu les  CCK-1 ne 

sont pas (1 7-39) ACTH-immunoréactives (flèches simples en a1 1.  

b, marquage ant i -CCK d u  1 obe antérieur de 1 ' hypophyse d ' u n  Cobaye 
femel le .  L '  IR-CCK i ntëresse, d'une part de pe t i tes  ce1 lules 

faiblement marquées (pe t i t e s  f lèches)  qui sont pour l a  plupart des 

ce l lu l e s  à POMC% e t  d ' au t r e  part de grandes ce l lu les  plus fortement 

marquées (grandes f lèches)  qui sont pour l a  plupart des ce1 lules 

thyréotropes. 

Barre en al = 100 p m  
en b = 50 prn 





Planche IX : STRUCTURES CCK-1 DANS L E  THALAMUS 

a ,  Vue générale des noyaux i ntralaminaires d u  thalamus. Les péricaryons CCK-1 

occupent 1 es noyaux paraventricul a i r e  ( P V )  , i  nterantéromédiodorsal ( IMD) , 
centra l  ( c l ,  paracentral P C )  e t  centrol  a téra l  ( C L ,  à plus f o r t  grossissement 

en b ) .  

Abréviations trouvées dans c e t t e  planche uniquement : Hl, m, noyau l a t é r a l  e t  

médian de 1 'habénula ; LP, noyau la téropostér ieur  ; pc, plexus chroïdes ; PO,  

groupe thal  amique ventropostérieur ; 3, t roisième ventr icule .  

Barre en a = 100 pm 
en b = 50 m r 

Réaction au ch1 oronaphtol 





Planche X : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CCK ET ANTI-CRF DANS L'EMINENCE 

MEDIANE SUR COUPES ADJACENTES 

a  e t  b, coupes s a g i t t a l e s  ad jacen tes  dans 1  'éminence médiane d ' u n  ~obag(e mâle non 

c o l c h i c i n i s é ,  t r a i t é e s  par  1  ' I S  15/8 (CCK, a )  e t  par  un  I S  a n t i -  

c o r t i c o l i b é r i n e  (CR? b ) .  

La comparai son des marquages r é v è l e  que 1  es i nnerva t ions  p é r i  p o r t a l  es  

dé tec tées  p résen ten t  des d i s t r i b u t i o n s  analogues ( f l è c h e s )  dans l a  zone 

ex te rne  (Ex) ,  au tour  des  t anycy tes  dans l a  zone i n t e r n e  ( I n ,  p o i n t e s  de 

f l èches ) ,  e t  au tour  des anses i n t r a i n f u n d i b u l  a i r e s  longues dans 1  a zone 

$:;c&bépendymai r e  (Se) .  f 
Noter  1  a  d i s p a r i t i o n  s imu l tanée  des deux i n n e r v a t i o n s  caudalement. 

%_-+, d i r e c t i o n  r o s t r a l e  
-/ / 

Bar re  = 100 m P 
Réac t ions  au ch1 o ranaph to l  





Planche XI : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CCK e t  ANTI-CRF SUR LES MEMES COUPES 

D A N S  L E  N O Y A U  P A R A V E N T R I C U L A I R E  E T  L ' E M I N E N C E  M E D I A N E .  

al e t  a2, montrent 1  a  même coupe sagi t ta le  dans 1 'éminence médiane d ' u n  Cobaye 
w/ J ~ J .  

non colchicini sé- qt~--a-strh-urte- réaction anti-CCK (a l  ) ps& a 

é t é  décolorée eF él uê<# e t  t r a i t é e  par u n  I S  anti-corticolibérine 

(CRF, a .  La comparai son des marquages successifs f a i t  apparaître 

que, bien que l e s  sup erposi t ions s t r i c t e s  soient difficilement P 
observables partout dans l a  zone externe, certaines termaisons 

nerveuses péri capi 11 a i res  présentent s i  1 u l  tanément 1 ' IR-CCK e t  1 ' IR- 
c RF 7/ /&, /%~ ) - 

L '  *, recessus i  nfundi bulaire du troisième ventricule.  

(-'-'(-'-o ;. L 3 c ~ / ~ ~  ~f i=-b 

bl e t  b2,  exper-~iie&&-uws similaire$ sur une coupe frontale  dans l e  noyau 

paraventriculaire d '  u n  Cobaye mâle colchi cini sé. Les péricaryons 

CCK-1 sont peu abondants e t  faiblement marqués ( b l ) .  Après 

décoloration e t  é lut ion de 1 a  coupe, e t  marquage anti-corticoli  bérine 

(CRF, b2) ,  certainfpéricaryons initialement CCK-1 sont aussi CRF-1 

(doubles flèches en bl e t  b2) ,  alors que d 'au t res  ne présentent que 

1 'une des deux immunoréactivités (flèches simples en bl e t  b 2 ) .  Les 

' p e t i t e s  flèches soulignent 1 'épendyme. *, l e  même vaisseau sanguin. 

Barre en al = 50 m 
. P 

en bl = 100 m r 
Réactions au ch1 oronaphtol 





Pl anche XI 1 : C O M P A R A I S O N  DES MARQUAGES ANTI-NPY, ANTI-CCK, ANTI-hGHRF e t  ANTI- 

ACTH DANS L E  N O Y A U  ARQUE ( N A )  RETROCHIASMATIQUE DU COBAYE.  

a l , b l  e t  cl : Coupes adjacentes t r a i t ées  par des I S  dirigés contre l e  peptide 

indiqué en haut e t  à gauche de chaque f igure.  

a2, b2 e t  c2 : Les mêmes coupes qui, après décoloration e t  élution des 

anticorps, ont subi une réaction détectant u n  peptide différent  

(indiqué en haut e t  à gauche de chaque f igu re ) .  

La comparai son des coupes a l ,  bl e t  cl montre que les  péricaryons NPY-1, 

CCK-1 e t  hGHRF-1 ont une dis t r ibut ion ventrale simi l a i r e .  

La comparaison des marquages successifs montre que : 

- l es  péricaryons NPY-1 sont d i f fé rents  des neurones ACTH-1, à 

1 ocal isation plus dorsale. 

- l es  péricaryons CCK-1 (bl  e t  b 2 )  e t  hGHRF-1 (c l  e t  c2) contiennent tous 

1 ' IR-NPY (doubles f lèches) .  Aucun péricaryon ne présente 1 ' IR-NPY seule. 

Barre en al = 200 ym. Toutes l e s  figures sont à même échelle. 

Réacti ons au ch1 oronapht 01 . 





Planche XII1 : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CCK, ANTI-hGHRF e t  ANTI-NPY DANS L E  

N O Y A U  ARQUE ( N A )  INFUNDIBULAIRE E T  L'EMINENCE M E D I A N E  ( E M )  D U  

C O B A Y E .  

al e t  b l  : Coupes adjacentes t r a i t é e s  par u n  IS anti-CCK ( a l )  ou anti-hGHRF 

( b l )  . 

a2 e t  b2  : Les mêmes coupes qui ,  après décoloration e t  é lut ion des anticorps ont 

é t é  t r a i  tées  par u n  IS anti-NPY. 

La comparaison des coupes al e t  bl révèle que : 

- les péricaryons CCK-1 Ja l )  sont distribués dans l e s  parties médianes e t  

périventriculaires d u  NA et#'' sa périphérie, mais i l s  sont absents de ses 

régions ventrolatérales ( V L )  e t  dorsales ( D ) .  I l s  occupent aussi l a  lèvre dorsale 

de 1 ' E M  (pe t i t e s  f l èches ) .  

- l es  péricaryons hGHRF-1 ( b l )  ont une dis t r ibut ion s imilaires ,  e t  sont de 

plus présents dans l e  NA ventrolatéral e t  dorsal. 

- dans l a  zone externe de llEM, l ' innervation périportale CCK-1 (pointes 

d e  flèches) en a l )  occupe l e s  plages dorsales e t  médioventrales qui ne 

contiennent pas en b l  (pointes de flèches) d'innervation périportales hGHRF-1. 

Les deux plexus nerveux sont d i f fé rents .  

La comparaison des coupes al e t  a2, e t  bl e t  b2 révèle que : 

- tous l e s  péricaryons CCK-1 sont aussi NPY (doubles flèches en al e t  a21 

e t  réciproquement. 

- 1 a  majorité des péricaryons hGHRF-1 sont aussi NPY-1 (doubles flèches en 
bl e t  b 2 )  ; une minorité, à local isat ion ventrolatérale e t  dorsale dans l e  NA ne 

présentent que 1  ' IR-hGHRF (f lèches simples en b l )  e t  dans 1  ' e n c a r t ) .  

- 1 ' IR-NPY e s t  virtuel1 ement absente de 1  a  zone externe de 1 ' E M  (a2 e t  

b 2 ) .  

Barre en al = 200 um. Toutes les  figures sont à même échelle.  

Réactions au ch1 oronaphtol . 





P l  anche XI V : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI -NPY, ANTI-CCK, ANTI-hGHRF E T  ANTI-  
ACTH DANS L E  NOYAU A R Q U E  ( N A )  RETRO-INFUNDIBULAIRE D U  COBAYE.  

a l ,  bl e t  cl : Coupes adjacentes t r a i  t é 9  par des IS  dir igés  contre 1 e peptide 

indiqué en haut à gauche de chaque f igure.  

a2, b 2  e t  c2 : Les mêmes coupes qui ,  après décoloration e t  élution des 

anticorps, ont subi une seconde réaction détectant u n  peptide 

différent  (indiqué en haut â gauche de chaque f i g u r e ) .  

La comparaison des coupes a l ,  bl e t  cl révèle que : 

- les péricaryons NPY-1, CCK-1 e t  hGHRF-1 o n t  une dis t r ibut ion analogue 

dans 1 e  NA. Les péricaryons hGHRF-1 sont toutefois  plus abondants dorsalement 

( c l ) .  

La comparaison des coupes al e t  a2, bl e t  b2 ,  e t  cl  e t  c2 révèle que : 

- l es  péricaryons NPY-1 sont d i f fé rents  des neurones ACTH-1 à localisation 

plus dorsale e t  1 atérale  ( a l  e t  a2 ) .  

- tous l e s  péricaryons CCK-1 sont aussi NPY-1, e t  réciproquement (doubles 
f lèches en b l  e t  b 2 ) .  

- 1 a  majorité des péricaryons hGHRF-1 sont aussi NPY-1 (doubles flèches en 

cl  e t  c2),  a lors  que quelques u$ d ' en t re  eux, en position dorsale ou d 
périphérique dans l e  NA ne présentent que 1 'IR-hGHRF (flèches simples en c l ) .  

Barre en al = 200 m .  Toutes 1 es figures sont à même ëchel l e .  I-' 
Réactions au ch1 oronaphtol . 
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Planche XV : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CTPG e t  ANTI-NPY DANS LE NOYAU ARQUE 

(NA) E T  L'EMINENCE MEDIANE (EM) DU COBAYE. 

a l  e t  a2 : La même coupe t r a i t é e  par  un  I S  anti-CTPG ( a l )  p u i s ,  après 

d é c o l o r a t i o n  e t  é l u t i o n  des a n t i c o r p s ,  t r a i t é e  par  un I S  anti-NPY 
1 

l ( a 2 ) .  

La comparai son des marquages success i f s  r é v è l e  que : 

- 1  es p é r i  caryons CTPG- 1  sont  1  oca l  i ses dans 1  es r é g i o n s  v e n t r o l  a t é r a l  es 

(AV) e t  do r sa les  t" du NA ( p o i n t e s  de f l è c h e s  en a l )  q u i  ne con t i ennen t  pas ou 

peu de neurones PY-1 ( p o i n t e s  de f l è c h e  en a2) ,  ceux -c i  occupant l e  NA médian 

(AM) e t  p é r i v e n t r i c u l a i r e  (AP) . 
- 1  'IR-CTPG e s t  p résen te  dans une i n n e r v a t i o n  p é r i  p o r t a l e  dense dans 1 a  

zone ex te rne  (Ex) de 1  ' E M  ( a l ) ,  a l o r s  que 1  ' IR-NPY e s t  v i r t u e l l e m e n t  absente de 

1  a  zone ex te rne  (a2)  . 

. J i b r é v i a t i a n s  rfot&:$odi,pW6q : I n ,  zone i n t e r n e  de 1  E I I  ; R I ,  recessus 

i n f u n d i b u l a i r e  du t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  ( * )  ; VM, noyau ventromédian. 

B a r r e  en a l  = 200 m  

1 r 
Réac t ions  au ch1 o ronaph to l  . 
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Planche XVI : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CTPG e t  ANTI-NPY DANS LE N O Y A U  ARQUE 

( N A )  D U  COBAYE. 

a l  e t  bl : Coupes dans l e  N A  infundibula i re  ( b l )  e t  ré t ro infundibula i re  ( a l )  

t r a i t é e s  par u n  IS anti-CTPG. 

a2 e t  b2 : Les mêmes coupes qu i ,  après décoloration e t  é lu t ion  des ant icorps ,  

ont  é t é  t r a i t é e s  par u n  IS anti-NPY. 

La comparai son des marquages success i fs  révèle  que 1 es  péricaryons CTPG-1 

ne contiennent pas 1 ' IR-NPY. Dans l e  NA infundibula i re  , ( .bl) ,  l e s  péricaryons 
f<L+,<b,-',$ < +: 

CTPG-1 const i tuent  une population compacte e t  q.aqxsk c ~ r c u l a i r e  qui e s t  

1 ocal i sée dans s a  p a r t i e  ventrol  a té ra le  qui présente une abondante i  nnervation 

,A- 1 (pointes de f 1 èches en bl e t  b2) .  
-N'?y 

b - ~ ~  U(brévi a t i o ~ r  n--'-.'-..i--- : RI, recessus infundibula i re  du troisieme ventr icule  ; 

*, f i s s u r e  i  nfundibul a i r e .  

Barre en al = 100 m r 
en bl = 50 m P 

Rêactions au ch1 oronaphtol . 
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P l  anche XV II  : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI -NPY ET ANTI -SOMATOSTATINE DANS L E  

NOYAU A R Q U E  ( N A R C )  E T  L ' E M I N E N C E  MEDIANE ( E M )  D U  COBAYE.  

al e t  b l  : Coupes dans l e  NARC antérieur ( a l )  e t  infundibulaire ( b l ) ,  t r a i t é e s  

par u n  I S  anti-NPY. 

a2 e t  b 2  : Les mêmes coupes qui,  après décoloration e t  élution des anticorps 

o n t  é t é  t r a i t é e s  par u n  IS anti-somatostatine (SOM). 

La comparaison des marquages successifs révèle que : 

- quelques péricaryons local isés  en périphérie d u  NARC e t  dans sa région -y, - :A.:\ 
wépendymaire (flèche é to i lée  en a l )  contiennent l e s  deux IR (doubles flèches en 

al e t  a2, flèche courbe en bl e t  b 2 ) .  De nombreux autres péricaryons ne 

contiennent que 1 'ur&ou 1 ' autre IR (flèches simples). 

- dans 1 'EM,  1 ' IR-NPY intéresse essentiellement l a  zone interne ( I n )  qui 
contient des péricaryons marqués (pe t i t e s  flèches en b l )  alors q u ' e l l e  e s t  

virtuellement absente de l a  zone r-xterne (Ex, pointes de flèches en al e t  b l )  qui 

contient une innervation périportale SOM-1 dense (pointe de flèches en a2 e t  b 2 ) .  

Noter 1 'absence d'innervation NPY-1 des anses i ntrainfundi bulaires 1 ongues dans 

l a  lèvre dorsale de 1'EM ( p e t i t e s  doubles flèches en b l  e t  b 2 ) .  

&,%. dbrévi ation txUnii.~~!~%&?l : RI, recessus i nfundi bu1 a i r e  du troisième ventricule. 

Barre en a l  = 100 P m .  al e t  bl sont à même échelle. 

Réactions au  chloronaphtol. 
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p l  anche XVIII : MARQUAGE ANTI-NPY DU N O Y A U  ARQUE ( N A R C )  ET'Y'EMINENcE MEDIANE 
( E M )  D U  C H A T .  

L' IR-NPY e s t  détectée dans de nombreux péricaryons en posi t i  on médi ane e t  
périventricul a i r e  dans 1 e NARC.  

Noter 1 'absence vir tuel  l e  d '  IR-NPY dans l a  zone externe (Ex )  de 1 ' E M .  
SocL.Z 

Seule 1 a zone swependymaire contient quelques f ib res  variqueuses NPY-1. 

&,ici dlbréviation nm i irdexée : R I ,  recessus i nfundibul a i r e  d u  troisième ventricule. 

Barre = 200 m P 
Réaction a u  ch1 oronaphtol . 





Pl anche XIX : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CCK e t  A N T I - N P Y  DANS L E  NOYAU ARQUE 

E T  L'EMINENCE MEDIANE ( E M )  D U  C H A T .  

a l ,  b l  e t  cl  : Coupes dans l e  NARC dorsal ( a l ) ,  infundibulaire ( b l )  e t  

rétroinfundibulaire (Cl) t r a i t é e s  par u n  IS anti -CCK. 

a2, b2  e t  c2 : Les mêmes coupes qui,  après décoloration e t  élution des 

anticorps ont é t é  t r a i t é e s  par u n  I S  anti-NPY. 

La comparaison des marquages successifs révèle que 1 a majorité des 

péricaryons CCK-1 contiennent aussi 1 ' IR-NPY (doubles f lèches) ,  alors que 

quelques neurones (simples flëches en al e t  a2) ne présentent que 1 ' u n e  des deux 

IR. 

L'innervation périportale CCK-1 dans 1 'EM (pointes de flèches en al e t  b 2 )  

ne contient pas 1 ' IR-NPY qui e s t  absente de ce t t e  régi on.  Des f ib res  variqueuses 

CCK-1 1 ocal isées à proxi mi t é  de 1 'EM dans 1 e NARC ne présentent que 1 ' IR-CCK 

(flèche simple en bl ) . Noter que l e  1 obe intermédiaire de 1 ' hypophyse ( L I  en . 
c l )  n 'a  pas réagi à 1 '1s anti-NPY après élution ( c 2 ) .  

Barre en a1 = 50 . m .  Toutes l e s  figures sont à même r 
Réacti ons au ch1 oronapht 01 . 





Planche X X  : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-hGHRF ET ANTI-NPY DANS LE NOYAU ARQUE 

(NARC)  E T  L I  EMINENCE MEDIANE (EM) DU CHAT. 

a l ,  b l  e t  c l  : Coupes dans l e  NARC i n f u n d i b u l a i r e  ( a l ) ,  r é t r o i n f u n d i b u l a i r e  ( b l )  

e t  prémamfi//aire ( c l )  t r a i t é e s  p a r  un I S  anti-hGHRF. 

a2, b2 e t  c2 : Les mêmes coupes qu i ,  après d é c o l o r a t i o n  e t  é l u t i o n  des a n t i c o r p s  

o n t  é t é  t r a i t é e s  par  un I S  anti-NPY. 

La comparai son des marquages success i f s  r é v è l e  que 1  a  m a j o r i t é  des 

pé r i ca ryons  hGHRF-1 p résen ten t  aussi  1 ' IR-NPY (doubles f 1  èches). Ce r ta i ns  

neurones, cependant, ne p résen ten t  que 1  ' IR-hGHRF (s imp les  f l è c h e s  en b l  e t  c l ) .  

Des f i b r e s  var iqueuses doublement marquées son t  auss i  observées dans 1  'EM 

(doub les  po in tes  de f l è c h e s  en a l  e t  a2) en dehors de 1  a  zone ex te rne  (Ex)  q u i  ne 

c o n t i e n t  v i r t u e l  lement pas d '  IR-NPY ( a 2 ) .  

&A.& a b r é v i a t i o n s  non i7x1eGes : PM, récessus préman,$r'il)aire du t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  ; 

R I ,  récessus i n f u n d i b u l  a i r e  du t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e .  

Ba r re  en a l  = 50 m. Toutes l e s  f i g u r e s  s o n t  à même é c h e l l e .  r 
Réact ions  au ch1 oronaphto l  . 
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Planche X X I  : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CCK E T  ANTI-NPY DANS LE NOYAU ARQUE 

(NARC)  DU RAT. 

a  : Coupe dans l e  NARC t r a i t é e  p a r  1  ' 1  15/8. La r é g i o n  encadrée e s t  

présentée à p l u s  f o r t  grossissement en a ii. 
b l  e t  b2 : Même d é t a i l  de  1 a F i g . a  représen té  avant  ( b l )  e t  après déco lo ra t i on ,  

él  u t i o n ,  e t  marquage a n t i  -NPY ( b 2 ) .  

La comparaison des marquages success i f s  r é v è l e  que t ous  1 es pé r i ca ryons  

marqués ( fa ib lement )  p a r  1  ' I S  15/8 sont  aussi  marqués pa r  1  ' I S  anti-NPY (doubles 

f l è c h e s  en b l  e t  b2) .  La f l è c h e  s imp le  en b1 i n d i q u e  une b u l l e  d ' a i r  dans un 

f ragment  de t i s s u  épendymaire dans l e  t r o i s i è m e  v e n t r i c u l e  ( 3 V ) .  

Ba r re  en a e t  b l  = 20 m. P 
Réact ions au ch1 oronaphto l  . 
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Pl anche XXI 1 : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-hGHRF ET ANTI-NPY DANS L E  NOYAU 

ARQUE ( N A R C )  E T  L'EMINENCE MEDIANE (EM)  D U  RAT.  

a l ,  bl e t  cl : Coupes dans l e  NARC rétrochiasmatique ( a l ) ,  prémam i l a i r e  ( c l )  

e t  dans 1 'EM ( b l )  t r a i t é e s  par 1 ' 1s-81. 
1' ' l  

a2, b 2  e t  c2 : Les mêmes coupes qui ,  après décoloration e t  élution des 

anticorps, ont subi une réaction anti -NPY. 

La comparaison des marquages successifs révèle que : 

- dans l e  NARC rétrochiasmatique e t  prémamfil(aire, tous l e s  péricaryons e t  

1 a majorité des f ib res  variqueuses hGHRF-1 sont aussi NPY-1 (doubles flèches en 

al e t  a2, b l  e t  b2, e t  cl e t  c 2 ) .  

- dans 1 'EM, 1 ' innervation périportale hGHRF-1 dans 1 a zone externe ( E x )  
n ' a  pas réagi à 1 '1s  anti-NPY (bl e t  b2). L' IR-NPY n ' e s t  présente que dans 

quelques f ibres  variqueuses dans l a  zone '$épendymaire (SE en b l )  e t  dans des 

corps cel lulaires  qui contiennent aussi 1 ' IR-hGHRF (doubles f lèches) .  

Au&( Wréviat ions wn-ilstlexées : In, zone interne de 1 ' E M  ; RM, récessus 

i nfundibulaire d u  troisième ventricule ; RI, récessus infundibul a ire  d u  troisième 

ventricule. 

Barre en al e t  b1 = 50 m .  
en cl 

E" 
= 100 y m .  

Réactions a u  ch1 oronaphtol . 





Planche XXIII : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-hGHRF E T  ANTI-NPY DANS L E  NOYAU 

ARQUE ( N A )  E T  L'EMINENCE MEDIANE ( E M )  D U  R A T .  

al e t  bl : Deux coupes dans l e  NA infundibulaire ( a l )  e t  rétroinfundibulaire ( b l )  

t r a i t é e s  par 1 ' IS 81. 

a2 e t  b 2  : Les mêmes coupes qui,  après décoloration e t  élution des anticorps, ont 

subi une seconde réaction anti-NPY. 

La comparai son des marquages successifs révèle que : 

- 1 a majorité des péricaryons hGHRF-1 sont aussi NPY-1 (doubles flèches en 

al e t  a2, bl e t  b 2 ) .  Ces neurones doublement marqués sont essentiellement 

1 ocalisés dans l e s  par t ies  médianes du NARC.  c' 
- quelques péricaryons hGHRF-1 ne présent?pas 1 ' IR-NPY (simples flèches 

en al e t  bl ) . I l  s sont 1 ocal i sés dans 1 es par t ies  ventrol a térales  d u  N A R C  o ù  une 

innervation NPY-1 dense e s t  observée (pointes de flèches en a2) .  

- dans 1 'EM, 1 ' Ik-NPY e s t  virtuel lement absente de 1 a zone externe e t  

n ' intéresse que quelques f ibres  variqueuses en position subépendymaire (pe t i t e s  

flèches en a2) .  

&i*, (Abréviations : TP, t ige  p i tu i t a i r e  ; *, récessus infundibulaire d u  

troisième ventricule.  

La r é  gion encadrée en al e s t  reprise à plus f o r t  grossissement dans l a  planche 

X X I V .  
i 

Barre en bl = 200 m .  Toutes 1 es figures sont à même échelle.  r 
Réacti ons au ch1 oronaphtol . 





P l  anche X X I V  : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-hGHRF ET ANTI-NPY DANS LE NOYAU 

ARQUE (ARC) ET L'EMINENCE MEDIANE (ME) DU RAT. 

La planche montre 1 a  même coupe, présentée en vue généra le  su r  l a  p lanche 

X X I I I  ( F i g . a l ) ,  q u i  a  sub i ,  une première r é a c t i o n  anti-hGHRF ( a l )  p u i s ,  après 

d é c o l o r a t i o n  e t  é l u t i o n  des a n t i c o r p s ,  une seconde r é a c t i o n  a n t i  -NPY ( a 2 ) .  

La comparaison des marquages success i f s  r é v è l e  que : 

- tous l e s  pér i ca ryons  hGHRF-1 en p o s i t i o n  médiane dans l ' A R C  s o n t  auss i  

NPY-1 (grandes doubles f l è c h e s  en  a l  e t  a2 ) .  

- des pér i ca ryons  hGHRF-1 en p o s i t i o n  v e n t r o l a t é r a l e  dans 1  'ARC ne 

p résen ten t  pas 1  ' I R - N P Y  ( s i m p l e s  f l ë c h e s  e n  a l ) .  

- une grande p a r t i e  de  l ' i n n e r v a t i o n  hGHRF-1 de l ' A R C  p résen te  auss i  

l ' IR-NPY ( p e t i t e s  doubles f l è c h e s  en a l  e t  a2) .  

- dans 1  'ëminence médiane (ME), 1  ' I R - N P Y  e s t  v i r t u e l l e m e n t  absente de 1  a  

zone externe,  a l o r s  que c e t t e  r é g i  on r e ç o i t  une abondante i n n e r v a t i o n  p é r i  p o r t a l e  

h  GHRF- 1  . 

B a r r e  en a l  = 50 m. P 
Réact ions  au ch lo ronaph to l .  





Pl anche X X V  : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI -hGHRF e t  ANTI -SOMATOSTATINE DANS L E  

N O Y A U  A R Q U E  ( N A )  E T  L I E M I N E N C E  M E D I A N E  ( E M )  D U  R A T .  

a l , b l ,  e t  c l  : Coupes dans l e  NA antérieur ( a l ) ,  infundibulaire ( b l )  e t  

prémammilaire ( c l ) ,  t r a i t é e s  par 1 ' IS 81. 

a2, b2 e t  c2 : Les mêmes coupes qui,  après décoloration e t  élution des 

anticorps, ont subi une seconde réaction anti -somatostatine Sa12 C '  
La comparaison des marquages successifs révèle que : 

- 1 es péricaryons hGHRF-1 sont local isés  en position médiane ( A M )  e t  

ventrale ( A V )  dans l e  NA, a lors  que les  péricaryons SOM-(1, qui n'occupent que l e  

NA infundibulaire e t  caudal, sont distribués dans l e s  par t ies  dorsales d u  NA 

( A D ) .  Les deux populations neuroniques se  recouvrent t r è s  partiellement dans l e  

NAJC dorsal e t  caudal où quelques rares neurones doublement marqués s 'observent 

(voir  1 a régi on encadrée en bl sur 1 a pl anche XXVI, e t  1 a double flèche en c l  e t  

c 2 ) .  

- 1 'innervation SOM-1 dans l e  NA souligne les a i r e s  de dis t r ibut ion des 

péricaryons hGHRF-1. 

- dans 1 'éminence médiane, les  innervations périportales hGHRF-1 e t  SOM-1 

présentent une dis t r ibut ion s imilaire  (voi r  Planche XXVI Fig.bl e t  b 2 )  dans l a .  

zone externe ( E x ) .  

*, récessus infundibulaire (en b l )  e t  illaire (en c l )  d u  troisième 

ventricule (3V en a l ) .  

Barre en al = 200 m .  Toutes l e s  f igures  sont à l a  même échelle.  E" 
Réactions au ch1 oronaphtol . 





P l  anche X X V  1  : COMPARAISON DES MARQUAGES A N T I  -hGHRF ET ANTI - SOMATOSTATINE ( SOM) 

DANS LE NOYAU ARQUE (NARC) ET L'EMINENCE MEDIANE (EM) DU RAT. 

a l  e t  b l  : Coupes dans l e  NARC d o r s a l  ( a l ,  v o i r  F i g . b l  P l  anche XXV) e t  dans 1  'EM 

( b l )  t r a i t é e s  p a r  1 ' 1 s  85. 

a2 e t  b2 : Les mêmes coupes q u i ,  après d é c o l o r a t i o n  e t  é l u t i o n  des an t i co rps ,  o n t  

sub i  une seconde r é a c t i o n  a n t i  -SOM. 

La comparaison des marquages success i f s  r é v è l e  que : 

- dans l e  NARC, l e s  popu la t i ons  hGHRF-1 ( a l )  e t  SOM-1 (a21 son t  

g l o b a l  ement d i f f é ren tes  ( s imp les  f l è c h e s  en a l  ) . Cependant, des exemples de 

c o l o c a l i s a t i o n  des deux I R  son t  observés (doubles f l è c h e s  en a l  e t  a2 ) .  

- dans I ' E M ,  l e s  i n n e r v a t i o n s  p é r i p o r t a l e s  hGHRF-1 e t  SOM-1 o n t  des 

d i s t r i b u t i o n s  semblables dans l a  zone ex te rne  ( p e t i t e s  f l è c h e s  en b1 e t  b2)  

Ce r ta i nes  d i f fé rences  son t  t o u t e f o i s  év i den tes  ( p o i n t e s  de f l è c h e s  en b l  e t  b 2 ) .  

Les  deux i n n e r v a t i o n s  son t  d i f f é r e n t e s .  

B a r r e  en  a1 = 100 Mm 

en b l  = 50 m p 
Réact ions au ch1 oronaphto l  . 





Planche XXVII : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CTPG E T  ANTI-NPY DANS L E  NOYAU 

A R Q U E  ( N A R C )  D E  L I  HYPOTHALAMUS H U M A I N .  

I ' al e t  a2 : montrent 1 a même coupe dans l e  NARC dorsal,  après une première 

réaction anti-CTPG ( a l ) ,  a é t é  décolorée, soumise au traitement 

d 'é lut ion des anticorps, e t  j4 t r a i t é e  par u n  IS anti-NPY (a2 ) .  

La comparaison des marquages successifs révèle que : 

- l e s  péricaryons CTPG-1 sont essentiellement localisés dans l e  NARC 

dorsal (a l  ) i e' innervation CTPG-1 es t  peu dense. 
9 

- l e s  péricaryons NPY-1 sont plus nombreux en position ventrale e t  médiane 

( a2 Ia  t ' innervation NPY-1 e s t  t r è s  dense. 
3 

- alors  que l a  majorité des péricaryons marqués ne présente que 1 'une des 

deux IR, quelques neurones (doubles flèches en al e t  a21 e t  quelques prof i l s  

axoniques ou dendritiques (pointes  de f lèches)  sont à l a  f o i s  CTPG-1 e t  NPY-1. 

Les deux IR dans u n  même péricaryon ne sont pas toujours corrélées. 

La par t ie  ventrale de 1 a région infundibulaire de ce t te  coupe e s t  

présentée à 1 a Pl anche XXVI I I ,  

*, vaisseau sanguin ; l a  p e t i t e f l è c h e  e n b a s  à d r o i t e  i n d i q u e l a  

direction médiane, e t  1 ' é t o i l e  1 a surface pi a le  de 1 'hypothalamus basal. 

Barre en al = 100 pm 

Réactions au ch1 oronaphtol . 
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Planche XXVIII : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CTPG E T  ANTI-NPY DANS L E  NOYAU - 
ARQUE ( N A R C )  E T  L' INFUNDIBULUM D E  L'HYPOTHALAMUS HUMAIN. 

al e t  a2 montrent l a  même coupe dans 1 'infundi bu1 um qui, après avoir subi une 

première réaction anti -CTPG ( a l  ) , a é t é  décolorée, soumise au traitement 

d 'é lut ion des anticorps, puis t r a i t é e  par u n  IS anti-NPY ( a 2 ) .  

La comparaison des marquages successifs révélè que : 

- dans 1 e NARC ventral ,  1 ' IR-NPY i ntéresse de nombreux corps ce1 1 ul a i res  

( f lèches)  e t  f i b r e s  nerveuses ( a 2 ) ,  a lors  que les  structures nerveuses CTPG-1 

sont t r è s  rares  dans ce t t e  région ( a l ) .  

- dans 1 ' éminence médiane, de nombreuses f ibres  e t  termi nai sons 

péricapi 1 la i  res CTPG-1 sont présentes dans 1 a zone neurovascul a ire  (pointes de 

flèches en a l ) ,  alors que dans ce t t e  région 1 'IR-NPY n ' intéresse q u ' u n  plexus 

nerveux t r è s  lâche (pointes de flèches en a2) e t  clairsemé. 

La région encadrée en al e s t  présentée à f o r t  grossissement sur 1 a Planche 

X X X  à l a  Fig.al .  

*, capi 11 a i r e s  portes hypophysaires 

Barre en al = 200 pm 

Réactions au ch1 oronaphtol 





Pl anche X X I X  : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI -hGHRF, ANTI -CTPG E T  ANTI -NPY DANS 

L E  NOYAU ARQUE ( N A R C )  D E  L'HYPOTHALAMUS HUMAIN. 

a l ,  a2 e t  a3 : La même coupe dans l e  NARC dorsal qui a subi t r o i s  réactions 

successives révélant t r o i s  peptides diffërents  (indiqués en 

haut e t  à gauche de chaque f igure)  avec deux élut ions (en a2 

e t  a3) .  

b l ,  b2 e t  b3 : Les t r o i s  mêmes régions de 1 a Fig.a (cadre) après chacuns des 

d i f fé rents  marquages. 

La comparaison des marquages successifs révèle que : 

- les  péricaryons hGHRF-1 sont plus nombreux que les  péricaryons CTPG-1 e t  

NPY-1. 

- 1 'innervation hGHRF-'J e s t  plus dense que 1 'innervation CTPG-1 e t  

comparabl e à 1 ' i nnervati on N P Y -  1. 

- une grande pa r t i e  des péricaryons hGHRF-1 contient aussi 1 ' IR-CTPG 

(doubles flèches en al e t  a2, bl e t  b 2 ) .  

- certains  péricaryons kilSHRF-1 sont NPY-1 mais pas CTPG-1 (simples flèches 

en al e t  a3) .  

- certains péricaryons présentent l e s  t r o i s  IR ( t r i p l e s  flèches en a l ,  a2 

e t  a3 e t  en bl, b2 e t  b3) .  Les t r o i s  IR ne sont pas strictement corrëlées.  
- l a  plus grande par t ie  de l ' innervation hGHRF-1 es t  aussi NPY-1 (comparer 

b l  e t  b3) e t  consti tue quelques f o i s  des couronnes périsomatiques (flèches 

simples en b l  e t  b3) autours de neurones (hGHRF,CTPG)-1 ( é to i l e s  en b3) .  

La flèche en al indique u n  vaisseau sanguin colmaté par des hématies dont 

l a  coloration aspécifique e s t  éliminée en a2 e t  a3 aprèsAtraitement d 'é lut ion des 

anticorps. & 

Barre en al = 100 pm 
en bl = 50 r 

Réactions au ch1 oronaphtol 





Planche X X X  : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI-CTPG E T  ANTI-hGHRF AVEC L E  MARQUAGE 

ANTI-NPY DANS L A  ZONE INTERNE DE L'EMINENCE MEDIANE ( E M )  CHEZ 

L '  HOMME. 

I al e t  bl : Coupes non adjacentes dans l a  zone interne de 1'EM t r a i t é e s  par u n  I S  

anti-CTPG ( a l )  e t  par 1 '1s  81 ( b l ) .  

a2 e t  b2 : Les mêmes coupes qui ,  après décoloration e t  élution des anticorps, o n t  

subi une seconde réaction anti-NPY. 

La comparaison des f igures  al e t  a2 révéle que : 

- l ' innervation CTPG-1 de l a  zone interne e s t  plus clairsemée que 

1 'innervation NPY-1 de c e t t e  région. 

- s i  1 es deux innervations sont en général dissociées (simples f lèches) ,  

quelques f ib res  variqueuses observées autour de vaisseaux sanguins ( * )  

contiennent à l a  f o i s  l'IR-CTPG e t  l'IR-NPY (doubles flèches en al e t  a2 ) .  

La comparaison des f igures  bl e t  b2 révèle que : 

- l a  plupart des f ib res  variqueuses hGHRF-1 e s t  aussi NPY-1 (doubles 

flèches en b l  e t  b 2 ) .  

- certaines f ib res  nerveuses hGHRF-1 ne contiennent pas 1 ' I R - N P Y  (simples 

f 1 èches en bl ) . 
- certains  péricaryons hGHRF-1 dans l a  zone interne contiennent aussi 

1 'IR-NPY (flèche grasse en b l  e t  b2), a lors  que certains péricaryons à I R - N F  

f a i b l e  ne contiennent pas d '  IR-hGHRF détectable (pointes de flèchesen b 2 ) .  

*, vaisseau sanguin. 

Barre en al = 50 Pm. b l  à 1 a même échelle. 

Réactions au ch1 oronaphtol . 





Pl anche XXXI : COMPARAISON DES MARQUAGES ANTI -hGHRF, ANTI -CTPG E T  ANTI-NPY DANS 

L A  Z O N E  E X T E R N E  D E  L I E M I N E N C E  M E D I A N E  ( E M )  E T  DES MARQUAGES 

A N T I - C C K  E T  A N T I - N P Y  DANS LE N O Y A U  ARQUE ( N A R C ) ,  CHEZ L'HOMME. 

p Y ( i b f l  a l ,  a2 e t  a3 : La même coupe dans l a  zone neurovasculaire périphérique qui a subi 

t r o i s  marquages successifs pour des peptides différents  (indiqués en h a u t  e t  à 

gauche de chaque f igure)  avec deux élutions (en a2 e t  a3) .  

La comparaison des marquages successifs révèle que : 

- l a  majorité de l ' innervation périportale hGHRF-1 e s t  aussi CTPG-1 

(doubles flèches en al e t  a2).  

- 1 'innervation NPY-1 de c e t t e  région e s t  t r è s  lâche ( a3 ) .  

- certaines terminai sons e t  f ibres  nerveuses péri portales contiennent 

1 ' IR-hGHRF e t  1 ' IR-NPY mais pas 1 ' IR-CTPG (simples flèches en al e t  a3) .  

- certaines f ib res  e t  terminaisons périportales contiennent à l a  f o i s  l e s  

t r o i s  IR ( t r i p l e s  flèches en a l ,  a2 e t  a 3 ) .  

b1 e t  b 2 : La même coupe dans l e  NARC ventral t r a i t é e  par 1 '1 s  15/8 ( b l )  puis, 

après décoloration e t  élution des anticorps, a subi une seconde réaction anti-NPY 

( b 2 ) .  

La comparai son des marquages successifs révèl e que : 

- tous l e s  péricaryons CCK-1 sont aussi NPY-1 (doubles flèches en b l  e t  

b 2 ) .  

- certains  péricaryons NPY-1 ne présentent pas d '  IR-CCK détectable 

(flèches simples en b 2 ) .  

Bi en que de f a ib l e  in tens i té ,  ces deux réactions sont qua1 itativement 

indiscutables. 

*, vaisseaux sangui ns. 

Barre en al = 50 m t' 
en b l  = 100 m r 

Réactionsau ch1 oronaphtol 



CCK 



Planche XXXII : DISTRIBUTION D E  L '  IR-hGHRF DANS L'HYPOTHALAMUS A N T E R I E U R  D U  RAT 

ET SA COMPARAISON A V E C  L E  MARQUAGE ANTI-NPY DANS L E  NOYAU 

PARAVENTRICULAIRE ( N P V )  . 

a : Vue générale de 1 'hypothalamus montrant 1 a dis t r ibut ion des 

s t ructures  hGHRF- 1 dans 1 e NPV. Les régions parvocel 1 ul a i res  sont 

r i  chementb i nnervées e t  contiennent parfois des corps ce1 1 ul a i res  

marqués (pointe de f lèche)  aussi présents dans l ' a i r e  

hypothal amique antérieure ( A H A )  . L '  innervation hGHRF-1 de c e t t e  

région semble i r rad ier  depuis l e  noyau arqué ( N A )  où sont observés 

des corps ce1 1 ul a i res  marqués. 

bl e t  b2 : La même coupe dans 1 e NPV parvocel 1 ul a i re  qui,  après marquage par 

1'1s-81 ( b l )  a é t é  décolorée, soumise au traitement d 'é lu t ion ,  puis 

t r a i t é e  par u n  IS anti-NPY ( b 2 ) .  

La comparai son des marquages successifç révèle que : 

- 1 a plupart des f i b r e s  e t  terminai sons nerveuses hGHRF-1 es t  aussi NPY-1 

(doubles f lèches) .  

- certaines f ib res  nerveuses ne présentent que 1 ' IR-hGHRF (simple f 1 èche 

en b1) ou que 1 ' IR-NPY (flèche é to i l l ée  en b 2 ) .  1 
l 

*, troisième ventricule (3V. en a ) .  

Barre en a = 200 P m  
en b l  = 50 m P 

Réactions au chloronaphtol 





P l  anche XXXI I I  : COLOCALISATION DES MARQUAGES ANTI-hGHRF E T  ANTI-NPY DANS L E  

C E R V E A U  D U  R A T .  

a - j  : Détail de coupes t r a i t é e s  par 1 '1s  81 (f igures  a l - j l )  qui,  après 

décoloration e t  é lut ion des anticorps, o n t  subi une seconde réaction 

anti-NPY (a2-j2) .  

La comparaison des marquages successifs révéle que : 

- dans l e s  structures télencéphaliques : 

. tous l e s  neurones corticaux hGHRF-1 sont aussi NPY-1 (al-a2, bl-b2, c l -  

c 2 ) .  

. toutes l e s  neurones s t r ia taux  hGHRF-1 sont aussi NPY-1 (dl-d2) .  

. l ' innervation hGHRF-I e s t  aussi NPY-1 (cortex piriforme, couche 

pyramidale, f l - f 2 ) .  

- dans l e s  structures limbiques : 1 
1 

. dans l e  l i t  de l a  s t r i e  terminale ( e l - e2 ) ,  l e s  péricaryons hGHRF-1 1 
(grandes f lèches)  e t  les  f i b r e s  nerveuses (pe t i t e s  f lèches)  sont aussi NPY-1. 

troisième ventricule. * y  I 
. dans l e  noyau paraventricul a i r e  thal amique ( j l - j 2 )  1 ' innervation hGHRF-1 

e s t  aussi NPY-1 (f lèches) .  

. dans l e  faisceau médian d u  télencéphale ( i l - i 2 )  les  deux marquages 

intéressent strictement 1 es mêmes structures ( f lèches) .  

. dans 1 'hypothalamus périventromédi an (hl-h2) ,  cer ta ins  corps ce1 lu1 a i res  

hGHRF-1 ne sont pas NPY-1 (grandes f1 èches) a lors  que l a  plupart des f ib res  
a k nerveuses hGHRF-1 At aussi NPY-1 ( p e t i t e s  doubles f 1 èches),  certaines d 'en t re  

e l l e s  sont au voisinage de péricaryons hGHRF+ e t  NPY- ( p e t i t e  f lèche) .  I 
- l es  deux marquages dans u n  même péricaryons ne sont pas toujours 

correlees ( i  1 lus t ré  en 91-92 dans l e s  tubercules o l f a c t i f s ) .  

. grande flèche, péricaryons à IR-hGHRF e t  IR-NPY fo r t e s .  

. pe t i t e  flèche, péricaryons à IR-hGHRF e t  IR-NPY #adxs$.&~- 

. pet i tes  doubles f lèches,  péricaryons à IR-hGHRF f a i b l e  e t  IR-NPY f o r t e .  

Barre en al = 50 pm 
a i l leurs  = 25 m P 

Réactions au ch1 oronaphtol 
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RESUME 
i r . . 

, La distr ib;$ lon ' de 1 lécystokinirte (CCK) dans l e  prose0~6f;ahale du Cab '. - p. 

' e t4  ' 4tudiee par i k n o h i  stochimie à 1 'aide d 'ant i  seruns d i r iges  contre.  : 

octopePt id@f!k?boxyterminal (CCK-8) e t  croisant avec . 1 a gastrine. iuand e l  1 s  
* ' $ - comparée à ce q"i est o ~ s e r v e  dans ce t t e  rég io t~  silez l e  k a t  , 1 a d i  j t r i b u t i o n  

S b  * 

1 'inmunoréactivi t é  anti-CCK ( IR-CCK) ' chez l e  Cobaye présente. l es  d-i f fgren 

i nterspécif  iques suivantes : son absence des systèmes neuroniques inésol imbiques 

hypothal am-neurohypophysai res, e t  sa présence dans de nombre& neurones s t r i  ata 

thalamiques e t  i nfundi bu1 aires. Dans 1 'adénohypophyse, 1 a major i té  des ce l lu les  

corticomélanotropes et. thyréotfopes cont ient  1 'IR-CCK. La d i s t r i bu t i on  de 1 'IR-CCK a 
* ,  ' 'i 

été  comparée à ce1 l e  de d ivers  neuropeptides dalns,'l 'hypothalamus. Dans c e t t e  région, 

1 ' IR-CCK est  colocal i  séh-avec;~, , , O .., lg , . - .~~r$ico!,i,bérine +- . -  , , ,  du système paraventriculo- 
,,,* 4f; 9L;c,{J,/*b LJ$y.;-.+ , +. a n  +?,.L ,:i s - "  < .' , , - 

i n f u n d i k l  a i re  h y p o p h y ~ i o t ~ ~ ~ e ,  e t  avec 1 e neuropeptide Y dans des neurones du noyau 

arque. Ces derniers, qui de plus contiennent une substance apparentee à l a  

sanatol ibér ine humaine, consti tuent un système neuronique tubéro-extra- 

i nfundibul a i r e  mu1 t ipeptidergique (STM) sans project ions neurohemales au contact du 

plexus porte hypophysaire de 1 'h inence  médiane externe'. Le STM a été retrouvé chez 

d 'autres mammifères comme l e  Rat, 1 e Chat e t  1 'Homme, chez 1 esquel s i 1 présente l es  

mgmes caractgr i  stiques: 

Cette étude f a i t  r e s s o r t i r  1 'importance de 1 'approche comparée des travaux 
l 

morphologiques en neuroanatomie chimique, e t  de plus, renforce l a  notion de contrôle 

p l u r i f a c t o r i e l  qu'*exerce directement e t  indirectement 1 ' hypothal anus sur '1 a fonct ion 

hypaphys a i  re. 
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