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RESUME 

C e t t e  é tude e s t  consacrée au noyau magnoce l l u l a i r e  do rsa l  (NMD) 

de 1 'hypothalamus du cobaye, q u i  e s t  c o n s t i t u é  d 'un groupe de neurones 

enképhal i nerg i  ques par fa i tement  b i e n  i n d i  v i dua l  i se. 

Une étude morphologique des pé r i ca ryons  du NMD a é t é  r é a l i s é e  à 

p a r t i r  de b l o c s  d'hypothalamus imprégnés pa r  l a  méthode de GOLGI. Un 

t r a i t e m e n t  s t a t i s t i q u e  mu1 t i v a r i a b l e  (ACP, AFD, CAH, 0' de MAHALANOBIS), 

e f fec tué  su r  213 c e l l u l e s ,  a permis  d ' i d e n t i f i e r  4 groupes de pé r i ca ryons  

p résen tan t  une morpholog ie  s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e .  C e t t e  p a r t i t i o n  a 

é t é  confirmée p a r  1 ' obse rva t i on  de pér i ca ryons  du NMD mis en évidence p a r  

i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de L u c i f e r  Yel  low su r  t ranches d'hypothalamus 

maintenues "i n v i  t r o u .  

Une étude des e f f é rences  du  NMD a é t é  e f f e c t u é e  en combinant 

d i f f é r e n t e s  techniques neuroanatomiques. Des 1 és ions é l e c t r o l y t i q u e s  

u n i  l a t é r a l e s  e t  b i l a t é r a l e s  du NMD o n t  permis de  cons ta te r  1 'absence de 

p r o j e c t i o n s  de c e  noyau v e r s  1 'éminence médiane, r é s u l t a t s  con f i rmés  p a r  

des i n j e c t i o n s  i n t r ave ineuses  de péroxydase. Ces mêmes l é s i o n s  o n t  permis  

d ' é t a b l i r  1 ' ex i s t ence  d 'une  r e l a t i o n  d i r e c t e  b i l a t é r a l e  e n t r e  l e  NMD e t  l e  

septum l a t é r a l  (SL).  C e t t e  r e l a t i o n  a é t é  d é f i n i t i v e m e n t  démontrée p a r  l e  

marquage des corps  c e l l u l a i r e s  du NMD après t r a n s p o r t  r é t r o g r a d e  de 

péroxydase e t  de marqueurs f l u o r e s c e n t s  implantés sous forme c r i s t a l  1 i ne 

dans l e  SL. La na tu re  enképhal inerg ique de l a  p r o j e c t i o n  du NMD v e r s  l e  SL 

a é t é  prouvée grâce à l ' a s s o c i a t i o n  de l a  technique de t r a n s p o r t  

r é t r o g r a d e  de marqueurs e t  d 'une techn ique  immunocytochirni que. 

L ' o b s e r v a t i o n  d ' u n  t r a n s p o r t  antérograde aprës i n j e c t i o n  de péroxydase 

dans l e  NMD s u r  t ranches  d'hypothalamus maintenues " i n  v i t r o "  a m i s  en 

év idence p l u s i e u r s  p r o j e c t i o n s  du NMD dans 1 'hypothalamus ( e n  p a r t i c u l i e r  

v e r s  1 'hypothalamus 1 a t é r a l  e t  1 ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e )  e t  l e  t h a l  amus 

( v e r s  l e  noyau r é t i c u l a i r e  thalamique, l e  thalamus médian e t  l a  zona 

i n c e r t a )  . 

MOTS CLEFS : 

Neuroanatomi e. I n j e c t i o n s  i n t r a c e l l u l a i r e s .  

Hypothalamus. Analyses Mu1 t i v a r i a b l e s .  

Noyau magnocel 1 u l a i r e  do rsa l .  Enképhal i nes. 

G o l g i .  
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A c ô t é  des neurotransmetteurs c l  assiques, 1 es neuropeptides 

jouent  un r ô l e  essent ie l  dans l ' a c t i v i t é  du système nerveux cent ra l ,  non 

seulement en r a i s o n  de l e u r s  capacités neuroendocrines mais aussi par  l e u r  

pouvoir  d ' i n t e r f é r e r  avec 1 es mécanismes de 1 a communication i n t e r -  

neuronale. 

L '  isolement dans l e  cerveau e t  1 a ca rac té r i sa t i on  d'un groupe 

de ces neuropeptides, l e s  enképhalines (Leu- e t  Met-enképhalines), on t  é t é  

accomplis par HUGHES e t  a l .  en 1975. Ces substances, qu i  f o n t  p a r t i e  du 

groupe des peptides opiacés endogènes, sont des pentapeptides présentant 

une haute a f f i n i t é  pour l e s  récepteurs opiacés e t  dér ivent  d 'un  précurseur 

commun : l a  proenképhaline. Ce précurseur e s t  synthét isé dans de nombreux 

systèmes neuronaux à tous l e s  niveaux du système nerveux cen t ra l .  

L '  i n t é r ê t  p a r t i c u l i e r  p o r t é  aux enképhali nes prov ien t  de l e u r s  e f f e t s  

p o t e n t i e l s  dans de mu1 t i p l  es fonct ions nerveuses (NORTH e t  al., 1979, 

IVERSEN e t  a l . ,  1980, MILLER e t  PICKEL, 1980). 

De nombreuses études immunocytochimiques o n t  permis de 

d é t a i  11 e r  1 a topographie des neurones é laborant  1 es enképhalines dans 1 e 

système nerveux, en p a r t i c u l i e r  chez 1 e Rat (revues dans KHACHATURIAN e t  

a l . ,  1985, NIEUWENHUYS, 1985). Chez 1 e Cobaye, des corps ce1 1 u l  a i  res  

enképhal inergiques ont  é t é  d é c r i t s  dans d i f f é r e n t s  t e r r i t o i r e s  de 

l 'hypothalamus : a i r e  pé r i ven t r i cu la i re ,  noyaux dorso- e t  ventro-médians, 

noyau arqué e t  a i  r e  mami 1 1 a i  r e  (TRAMU e t  a l  . , 1981 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  

LARSSON, 1981 1 .  Dans 1 a rég ion pér i fo rn ica le ,  au niveau du noyau 

paravent r icu l  a i r e  (NPV) , des corps ce1 1 u l  a i  res enképhal i nergiques de 

grande t a i l l e  sont rassemblés en un groupe compact à l ' i n t é r i e u r  des 

1 im i tes  du noyau magnocel l u l a i  r e  dorsal (NMD) . 



Le noyau magnocellulaire dorsal i-VMD) : 

La dénomination de ce  noyau e s t  dûe à WAHREN (1 957) 

( " G r d z e l l  ingen Dorsalkernsu) p u i s  à GERHARD (1 966) ("nucleus 

magnocel l u1  a r i  s d o r s a l i s  hypothal amiu) qu i ,  pa r  c e t t e  appel 1 at ion, 

désignent chez l e  Lap in  une 1 arge popu la t ion  de neurones magnocel l u 1  a i r e s  

occupant en r é a l i t é  l e s  a i r e s  hypothalamiques dorsale e t  l a t é r a l e  e t  

s 'étendant dans 1 ' a i r e  pé r i f o rn i ca le .  Repr is  par  MUHLEN (1  966) chez l e  

Cobaye, l e  terme NMD a é t é  ensu i te  u t i l i s é  par  POULAIN (1974) pour nommer 

chez l e  même animal une accumulation de c e l l u l e s  de grande t a i l l e ,  

cons t i t uan t  un ensemble parfaitement b i e n  d i f f é r e n c i é ,  s i t u é  dorso- 

médialement pa r  rappor t  aux colonnes du f o r n i x  e t  nettement séparé de l a  

p a r t i e  l a t é r a l e ,  également magnocel l u l a i r e ,  du NPV (Fig.1) . Le NMD e s t  

également l o c a l i s é  par  BLEIER (1 983) dans son a t l a s  cytoarchi  tectonique de 

1 'hypothalamus du Cobaye, mais b ien  qu'occupant une p o s i t i o n  t o u t  à f a i t  

semblable à ce1 l e  déc r i  t e  par  POULAIN (1 974), 1 e noyau es t  dénommé "noyau 

magnocel l u l a i r e  dorso- la té ra l "  par  c e t  auteur, terme qu i  semble impropre 

puisque l e s  images présentées s i t u e n t  l e  noyau t o u t  à f a i t  dans l a  rég ion  

dorso-médiale du fo rn ix .  Après l a  desc r ip t i on  o r i g i n a l e  de TRAMU e t  a l .  

(1  981 ) , qu i  i ndiquai t 1 a présence d 'enképhal i nes dans 1 e NMD, une étude 

u l  t r a s t r u c t u r a l e  a démontré que l e s  neurones de ce  noyau syn thé t i sa ien t  

b i e n  ces substances (BEAUVILLAIN e t  a l . ,  1982). 

Différences entre l e  Rat et l e  Cobaye: 

Des d i f férences régionales e x i s t e n t  en t re  l e  Cobaye e t  l e  Rat 

en ce  qu i  concerne 1 a topographie des neurones enképhalinergiques de 1 a 

r é g i  on hypothalamique p é r i  f o rn i ca le .  Chez 1 e Rat, des ce1 l u 1  es 

enképhalinergiques i so lées  o n t  t o u t  d 'abord é t é  observées e n t r e  l e  NPV e t  

1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  (HOKFELT e t  a l . ,  1977 ; SAR e t  a l . ,  1978 ; WAMSLEY e t  

a l . ,  1980 ; FINLEY e t  a l . ,  1981 ; SAKANAKA e t  al . ,  1982). Dans l a  même 

espèce, KRUKOFF e t  CALARESU (1984) o n t  d é c r i t  une format ion c i r c u l a i r e  de 

ce1 1 u les  présentant une immunoréactivi t é  in tense v i s -à -v i s  des 

enképhalines e t  s i t u é e  à mi-d is tance du NPV e t  du f o r n i x .  P lus 

antérieurement, ces ce1 l u1  es sont disséminées dans 1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e .  

De manière t o u t  à f a i t  semblable, ONTENIENTE e t  a l .  (1986) e t  

ONTENIENTE-KAH (1 987) déc r i  vent un groupe de neurones enképhal i nergi ques 

j oux tan t  l a  face i n t e r n e  du f o r n i x ,  au niveau du NPV, qu i  e s t  c e t t e  f o i s  

nommé NMD, comme chez l e  Cobaye. S i  c e t t e  formation, chez l e  Rat, peut 



FIGURE 1  

Loca l i sa t i on  des s t ruc tures  hypothalamiques dans un p l  an f r o n t a l  

contenant l e  noyau magnocel l u1  a i r e  dorsal,  chez 1  e  Cobaye. 

a )  M i  se en évidence des f i b r e s  myél i n i sées  par  1  a  c o l o r a t i o n  au 

bleu-lux01 su r  coupe à l a  pa ra f f i ne .  

b )  Mise en évidence des noyaux hypothalamiques par  l a  c o l o r a t i o n  à 

l a  t h ion ine  sur  coupe à congélat ion. 

Barre de c a l i b r a t i o n  en a  e t  b  : 1  mm. 

Pour toutes l e s  f iaures. se r e ~ o r t e r  à 1  a  1  i s t e  des abrév ia t ions  en 

annexe 1. 





ê t r e  à c e r t a i n s  égards comparée au NMD observé chez l e  Cobaye, e l l e  ne 

présente tou te fo i s  pas l e  caractère t r è s  compact e t  par fa i tement  d i s t i n c t  

des s t ruc tu res  avois inantes qu i  f a i t  1 ' o r i g i n a l i t é  de ce noyau (F ig  . 1 1 .  

Les ca rac tg r i s t i ques  du NMD chez l e  Cobaye l u i  confèrent  un 

t r è s  grand i n t é r ê t  dans 1 'étude de l a  phys io log ie  des neurones 

enképhal inergiques, t a n t  pour 1 a connaissance de 1 eur s t r u c t u r e  f i n e  que 

pour  c e l l e  des i n t e r a c t i o n s  de d i f f é r e n t s  agents (neurotransmetteurs e t  

neuropeptides) é tan t  supposés jouer  un r ô l e  dans 1 ' a c t i v i t é  de ces 

neurones. Cet i n t é r ê t  j u s t i f i a i t  que 1 'on examinât d'abord 1 a morphologie 

c e l l u l a i r e  des cons t i tuants  de ce noyau. Cet te  étude a é t é  menée en 

u t i l i s a n t  1 es techniques c lass iques d' imprégnation argent ique e t  l e s  

techniques p lus  récentes d ' i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de p r o d u i t s  

f luorescents,  rendues abordables par  l ' u t i l i s a t i o n  de tranches maintenues 

en surv ie.  Les r é s u l t a t s  de c e t t e  étude, qu i  a nécessi té l a  mise en oeuvre 

d 'un t ra i tement  s t a t i s t i q u e ,  seront  présentés dans 1 a première p a r t i e  de 

c e t t e  thëse. 

Les ca rac té r i s t i ques  du NMD chez l e  Cobaye o f f r e n t  également un 

grand avantage du p o i n t  de vue neuroanatomique. En e f f e t  l e s  neurones 

61 aborant 1 es neuropeptides cons t i t uen t  en général des populat ions 

disséminées ou imbriquées dont i 1 e s t  d i f f i c i l e  d'appréhender l e s  

connexions (except ion f a i t e  des popul a t i  ons magnocell u l  a i res  é l  aborant 1 es 

neurohormones destinées au 1 obe pos tér ieur  de 1 ' hypophyse : vasopressine 

e t  ocytoc ine) .  Certaines connexions enképhal i nergiques, formant des 

t r a c t u s  p l u s  ou moins organisés, on t  é t é  déc r i t es  dans l e  systëme nerveux 

c e n t r a l  (revue dans NIEUWENHUYS, 1985). Chez 1 e Rat, p lus ieu rs  t r a c t u s  

enképhal i nergi  ques sont o r i g i  na i  r e s  de 1 ' hypothal amus : 

- des r e l  a t i  ons i ntra-hypothal amiques const i tuées de neurones 

enképhal inergiques on t  é t é  démontrées e n t r e  l e  noyau arqué e t  1 ' a i r e  

préopt ique (YAMANO e t  a l . ,  1985b), l a  p a r t i e  p a r v i c e l l u l a i r e  du NPV e t  l e  

noyau ventro-médian (YAMANO e t  al . ,  1985a1, 1 a p a r t i e  magnocel l u l a i r e  du 

NPV e t  1 e 1 obe pos tér ieur  de 1 'hypophyse (ROSSIER e t  a l . ,  1979). A propos 

de c e t t e  dern iè re  r e l a t i o n ,  i 1 f a u t  no te r  que dans l e  lobe pos tér ieur  de 

1 ' hypophyse, 1 es enképhal i nes coexi s ten t  avec 1 a vasopressine e t  

1 'ocy toc ine  (MARTIN e t  VOIGT, 1981 ) . 



- d ' o r i g i n e  hypothalamique mais se d i r i g e a n t  vers d 'au t res  

rég ions  du cerveau, on t  é t é  d é c r i t e s  également chez l e  Rat des r e l a t i o n s  

enképhal inergiques du noyau ventro-médi an vers 1 e t ronc  cérébra l  (YAMANO 

e t  a l . ,  19861, des corps mamil l a i r e s  vers  l e  noyau thalamique antéro- 

v e n t r a l  (FUJI1 e t  a l . ,  1987) e t  1 ' a i r e  tegmentale v e n t r a l e  de GUDDEN 

(YAMANO e t  TOHYAMA, 1987), de l 'hypothalamus l a t é r a l  (HL) (SAKANAKA e t  

a l . ,  1982) e t  du "NMD" (ONTENIENTE e t  a l . ,  1986) vers l e  septum, e t  de 

1 'HL vers  1 'habenula (SHINODA e t  TOHYAMA, 1987). La démonstration de 

t e l l e s  r e l a t i o n s  tend  à ré fu te r  l e s  conclusions issues des premières 

observat ions repo r tan t  que 1 es neurones enképhal inerg iques é t a i e n t  

général ernent des i nter-neurones é tab l  i ssant des r e l  a t i  ons 1 ocales 

(ZIEGLGANSBERGER, 1982). 

Dans ce t r a v a i l ,  nous avons t e n t é  par d i f f é r e n t e s  méthodes 

fa i san t  appel aux techniques de neuroanatomie expérimentale, de d é f i n i r  

l e s  p ro jec t i ons  efférentes du NMD chez l e  Cobaye. Les r é s u l t a t s  de c e t t e  

étude cons t i t ue ron t  1 a seconde p a r t i e  c e t t e  thèse. 





Le p résen t  t r a v a i l  a é t é  e f f e c t u é  chez l e  Cobaye t r i c o l o r e  

( C a v i a  porcellus L. ) femel 1 e. 

Les expér iences nécessi  t a n t  une approche s té réo tax ique  o n t  é t é  

r é a l i s é e s  su r  des animaux pesant de 380 g à 400 g a f i n  de pouvo i r  u t i  1 i s e r  

l e s  coordonnées s té réo tax iques  de 1 ' a t l a s  de POULAIN (1974). 

Il n ' a  en aucun cas é t é  t enu  compte de  l a  phase du c y c l e  

o e s t r a l  de 1 'animal.  Toutefo is ,  tou tes  l e s  feme l les  u t i l i s é e s  é t a i e n t  non 

gestantes.  

L'ensemble des animaux u t i l i s é s  é t a i t  soumis à des c o n d i t i o n s  

d 'é levage s tab les  : 

- température constante (20°C). 

- rythme nycthéméral de 12 heures de lumière  s u i v i e s  de 12 

heures d ' obscu r i t é .  

- accès 1 i b r e  à 1 a n o u r r i t u r e  e t  à 1 a boisson. 
/ 



PREMIERE PARTIE 

TECHNIQUES D'ETUDES MORPHOLOGIQUES 
UTILISANT LA METHODE DE GOLGI 



1 - TECHNIQUE D' IMPREGNATION ARGENTIUE ------------ ....................................... 

A - Choix de l a  technique 

Une va r ian te  de 1 a technique d' imprégnation f i n e  du neuropl asme 

pa r  un dépôt de chromate d 'argent  (GOLGI, 1873), déc r i  t e  par Mac MULLEN e t  

ALMLI (1 981), elle-même modifiée à p a r t i r  de RAMON-MOLINER (1  9571, e s t  

c i t é e  comme é t a n t  l a  p l u s  appropriée à 1 'étude de 1 'hypothalamus. C 'es t  

c e t t e  technique qu i  a é t é  c h o i s i e  pour l a  présente étude. 

B - Descr ip t ion  de l a  technique 

Sept Cobayes femelles adultes, de 380 g à 400 g, ont  é t é  

u t i  l i s é s .  Après une anesthésie profonde au NEMBUTAL, l e  cerveau a é t é  

per f  usé par  i n j e c t i o n  i n t r a c a r d i  aque. 

1 )  Per fus ion 

L '  animal e s t  p lacé  en décubitus dorsal .  La peau e s t  i n c i s é e  

longi tudinalement  du bas de 1 'abdomen jusqu'au cou. La pa ro i  abdominale 

e s t  ouverte médial ement jusqu'au diaphragme. De 1 à, en pra t iquant  deux 

i ncis ions  l a té ra les ,  un v o l e t  es t  découpé dans l a  cage thoracique. Après 

a v o i r  dél icatement dégagé l e  coeur du péricarde, 0,5 m l  d 'héparine sont  

i njec tés  dans 1 e v e n t r i c u l e  gauche. L ' o r e i l  l e t t e  d r o i t e  e s t  ouverte, p u i s  

1 e v e n t r i c u l e  gauche dans 1 equel une sonde métal 1 ique e s t  i n t r o d u i t e .  

Ce t te  sonde e s t  r e l i é e  par  des tubes souples comportant un gout te  à gou t te  

à deux ampoules en ver re  suspendues à 1,50 m au dessus du p lan  de t r a v a i l  

e t  rempl ies des l i q u i d e s  dest inés à ê t r e  i n t r o d u i t s  dans l e  système 

c i r c u l a t o i r e  de 1 'animal. Environ 50 m l  d 'une s o l u t i o n  de n i t r a t e  de 



sodium à 1% sont rapidement i n j e c t é s  de manière à b ien  vidanger l e  sang e t  

à c réer  une vasod i la ta t ion .  Cinq cents m i l l i l i t r e s  du l i q u i d e  de f i x a t i o n  

sont  ensu i te  i n j e c t é s  e t  l e  gout te  à gou t te  r é g l é  de t e l l e  sor te  que l e  

passage du l i q u i d e  s'effectue en 30 minutes environ. 

Le l i q u i d e  de perfusion, d i t  f i x a t e u r  de GOLGI, es t  préparé 

d 'après Mac MULLEN e t  ALMLI (1 981) : 

- 12 g de bichromate de potassium dans 200 m l  d'eau d i s t i l l é e ,  

s o i t  une concentrat ion de 6% ; 
- 5 g de c h l o r a t e  de potassium dans 100 m l  d'eau d i s t i l l é e ,  

s o i t  une concentrat ion de 5% ; 

- 30 g d 'hydrate de c h l o r a l  dans 150 m l  d'eau d i s t i l l é e ,  s o i t  

une concentrat ion de 20% ; 

- 50 m l  de paraformaldéhyde ( s o l u t i o n  du commerce à 38%). 

Le 1 i q u i d e  de per fus ion  e s t  préparé j u s t e  avant 1 'emploi par  

mélange de ces 4 so lu t ions .  

2 D i  ssect ion du b loc  contenant 1 ' hypothalamus 

A 1 a s u i t e  de 1 a perfusion, 1 'animal e s t  rapidement décapité. 

La b o i t e  crânienne e s t  ouverte e t  l a  t ê t e  placée dans 1 ' appa re i l  

s téréotax ique (BALTIMORE INSTRUMENTS COMPANY) dont 1 es p l  ans de ré férence 

sont  a jus tés  selon 1 ' a t l a s  de POULAIN (1974). A 1 'a ide  d'une lame de 

r a s o i r  f i x é e  au micromanipulateur, une sec t i on  parfai tement v e r t i c a l e  e s t  

r é a l i s é e  au p lan  antéro-postér ieur  + 12,8 mm, pu i s  au p lan  an téro-  

pos té r i eu r  + 9,4 mm. Ces 2 sect ions ont  pour bu t  d ' i s o l e r  l 'hypothalamus 

des autres régions du cerveau, a i n s i  que d ' o b t e n i r  2 plans par fa i tement  

p a r a l l è l e s  pouvant s e r v i r  de plans de ré férence l o r s  de l a  confec t ion  des 

coupes épai sses, après 1 ' imprégnation argent ique. 

L'encéphale e s t  a l o r s  dél icatement disséqué. La t ranche 

d ' hypothal amus a i n s i  obtenue e s t  r é d u i t e  1 atéralement p u i s  dorsalement 

a f i n  d ' o b t e n i r  un b l o c  à peu près cubique de 4 à 5 mm d 'a rê te .  

Le b loc  a i n s i  obtenu e s t  déposé dans un f i l e t  de gaze e t  

immergé dans une s o l u t i o n  de pos t - f i xa t i on ,  ident ique à l a  s o l u t i o n  de 

perfusion, pendant 24 heures. 



Cette p o s t - f i x a t i o n  e s t  s u i v i e  de 2 immersions de 24 heures 

chacune dans une s o l u t i o n  préparée comme l e  f i x a t e u r  mais sans a d d i t i o n  de 

paraformaldéhyde, 1 equel e s t  remplacé par un même volume d'eau d i s t i  1 lée .  

Par l a  su i te ,  l e  b loc  d'hypothalamus e s t  t rans fé ré  dans un b a i n  

de bichromate de potassium à 3% (100 m l  par  b loc )  qu i  e s t  renouvelé tou tes  

l e s  12 heures, e t  ce à 6 rep r i ses .  

4 )  Imprégnation 

L' imprégnation du b loc  se f a i t  par  immersion dans une s o l u t i o n  

de n i t r a t e  d 'argent  à 1% (100 m l  par  b loc ) .  

La mise en contact  du b l o c  f i x é  e t  du n i t r a t e  d 'argent  provoque 

i ns tan tanhen t  1 ' appar i t i on  d 'un p réc i  p i  t é  ëpai s de cou1 eur rouge b r i que  

dû au s e l  d 'argent  q u i  se forme, c e t t e  couche de s e l  pouvant par 1 a s u i  t e  

gêner l a  bonne pénét ra t ion  du n i t r a t e  d 'a rgent  à 1 ' i n t é r i e u r  du t i ssu .  Le 

b l o c  e s t  donc plongé quelques i n s t a n t s  dans un premier ba in  de n i t r a t e  

d 'a rgen t  e t  a g i t é  pour é v i t e r  l e  dépôt du p r é c i p i  té .  Le b loc  es t  e n s u i t e  

r e t i r é  de c e t t e  première s o l u t i o n  e t  immergé pendant 14 j o u r s  dans une 

au t re  s o l u t i o n  de même composition. 

5 )  Obtent ion des coupes 

Nous avons c h o i s i  d ' e f f ec tue r  des coupes épaisses de 100 à 150 

Pm a f i n  de pouvoir  su i v re  l e s  prolongements ce1 l u 1  a i res  sur  une assez 

1 ongue d i  stance. Deux techniques ont  é t é  u t i  1 i sées : 

a - Microtome à congé1 a t i o n  

Dans 1 a d e s c r i p t i o n  de l e u r  technique, Mac MULLEN e t  

ALMLI ( 1  981) préconisaient  1 ' emploi du cryotome pour r é a l  i s e r  1 es coupes 

après enrobage du b l o c  dans l e  TISSUE-TEK. Nous avons observé que dans ces  

cond i t i ons  e x i s t a i t  un f o r t  r i s q u e  d 'e f f r i t emen t  des coupes au cours de 

l e u r  r é a l i s a t i o n  e t  pour c e t t e  r a i s o n  l a  technique a é t é  abandonnée. 

b - Vibratome 

Cet te  technique a l 'avantage de permettre l a  découpe du 

b l o c  sans i n c l u s i o n  n i  congélat ion préalables. Le b loc  e s t  simplement f i x é  

à l a  p l a t i n e  du vibratome (OXFORD INSTRUMENTS) par  une gout te de 
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cyanoacrylate, puis iillerg( dans un bain d'eau d i s t i l l 6 e .  

6 )  06shydratation e t  montage 

Les cwpss subi ssent a lors  une deshydratation 1 1 ' in te r ieur  de 
paniers cmpartincntCs plongCr dans des bai ns successifs d 'alcool : 

- 30 minutes dans un bain d'alcool à 70. ; 

- 30 minutes dans un bain d'alcool a 95. ; 

- 2 fo is  30 minutes dans un bain d'alcool absolu. 

Su i t  un bain de t o l e n e  pour éclaircissement. 

Le montage des prCparations a e t6  réal  i s6 de deux manieres 
différentes : 

a - Montage entre lame e t  lame1 l e  

Pour l e  montage classique entre lame e t  1 amelle, apr6s 

lame de verre, recouvertes d'EUKITT puis d'une lamelle. 

b - Montage entre lamel l e  e t  lamelle ---- 
La r e l a t i v e  épaisseur des coupes ne permet pas une bonne 

observation des corps ce1 lu la f res  situes dans les plans in f4r ieurs de 1s 

faces  de l a  coupe. 



Des p e t i t s  taquets sont r é a l i s é s  à p a r t i r  de lames de 

ver re .  I l s  serv i ront  à supporter l e s  2 1  amelles e n t r e  lesquel les l a  coupe 

e s t  montée dans I'EUKITT. L'ensemble des 2 lamelles e s t  f i x é  aux taquets 
p a r  une goutte de cyanoacryl ate .  



II - OBTENTION DU TABLEAU DE DONNEES ................................ ..................... -------- 

A - Dessin e t  mesure des ce1 l u l e s  

Toutes 1 es ce1 l u l e s  imprégnées par l a  technique de GOLGI, 

r é a l i s é e  sur des coupes sér iées pour 1 'animal c h o i s i  dans c e t t e  étude e t  

1 ocal  i sées dans 1 a r é g i  on du noyau magnocell u l  a i  r e  dorsal (NMD) , sont  

dessinées à 1 a chambre c l a i r e ,  repérées sur  une microphotographie à f a i b l e  

grossissement e t  or ientées par  rappor t  au 3e ven t r i cu le .  Chaque ce1 l u l e  

e s t  dessinée à 1 ' o b j e c t i f  100 à immersion pour l e  pér icaryon e t  à 

1 ' o b j e c t i f  40 pour 1 'ensemble de 1 a ce11 u l e  e t  de ses prolongements. 

Par l a  su i t e ,  un c e r t a i n  nombre de paramètres sont mesurés sur  

1 es dessins représentant chaque ce1 1 ule. 

B - Choix des paramètres de mesure 

Pour chaque c e l l u l e ,  30 paramètres d i f fé ren ts  sont mesurés, 

lesque ls  peuvent ê t r e  classés en 7 groupes : 

1 ) Paramètres 1 i é s  au corps c e l l u l a i r e  

La 1 i m i t e  e n t r e  l e  corps c e l l u l a i r e  e t  l e s  t roncs dendr i t iques  

e s t  é t a b l i e  en prolongeant l e  contour n a t u r e l  du pér icaryon dans 1 a base 

de chaque t ronc  dendr i t i que  (PEARSON e t  al . ,  1985) ( F i g  . 3a). 

. LON : p lus  grande 1 ongueur du corps ce1 l u l a i r e .  

. LAR : p lus  grande 1 argeur du corps ce1 l u1  a i re,  

perpendicula i re à 1 a 1 ongueur d é f i  n i e  précédemment. 



FIGURE 3 

Schémas représentant l a  méthode d 'ob ten t i on  des paramètres mesurés 

sur chaque ce1 l u l e  imprégnée par  1 a méthode de GOLGI mod i f iée  e t  dessinée à 

l a  chambre c l a i r e .  

a )  - Paramètres l i e s  à l a  t a i l l e  du corps c e l l u l a i r e  : 

LON : p l u s  grande longueur du corps c e l l u l a i r e  - 
LAR : p l u s  grande la rgeur  du corps c e l l u l a i r e  - 
perpendi c u l  a i r e  à 1 a 1 ongueur d é f i  n i e  précédement 

- Paramètres 1 i és  à 1 'axone : 

AXO : distance e n t r e  l a  l i m i t e  du corps c e l l u l a i r e  e t  l e  cône - 
d 'émergence de 1 'axone 

AXT : angle en t re  l a  d r o i t e  r e l i a n t  l e  cône d'émergence de - 
1 'axone avec 1 'ex t rémi té  v i s i b l e  de c e l u i - c i  e t  l e  p l a n  du 3e 

v e n t r i c u l e  

b )  - Paramètres d'abondance des ram i f i ca t i ons  dendr i t iques.  

Chaque segment dendr i t i que  e s t  représenté su r  l e  schéma par l e  

signe - Sp où 1 ' i n d i c e  p ind ique 1 ' o rd re  du segment dendr i t ique.  

Le nombre de segments dendr i t iques d 'o rdre  p e s t  : SEJ = 2 Sp 

Par exemple sur ce schéma : SE1 = S I  = 4 - 
SE2 = 2 S2 = 6 - 

(Les mesures sont e f fec tuêes jusqu'à 1 ' o rd re  7 ) .  

Le nombre de te rmina i  sons dendri t i ques  observées e s t  

m a t é r i a l i s é  par 1 e nombre de signe @ : 
Par exemple sur ce schéma : TER = 12 - 
Le nombre de t roncs  dendr i t iques pr inc ipaux - DP1 correspond au 

nombre de t roncs  dendr i t iques de ler ordre  de diamètre 

important:  

Par exemple sur ce schéma : DP1 = SE1 = 4 - - 
- Paramètres d 'extension du neurone : 

X X X  : mesure de l a  p r o j e c t i o n  orthogonale du  champ dendr i t ique - 
dans l e  champ du 3e v e n t r i c u l e  

Y Y Y  : mesure de l a  p r o j e c t i o n  orthogonale du champ dendr i t ique - 
dans un p lan  ho r i zon ta l  perpendicula i re au champ du 3e 

v e n t r i c u l e  e t  p a r a l l è l e  à l a  sur face basale du cerveau 
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2 Paramètres d 'abondance des rami f i ca t i ons  dendri t iaues 

Un segment dendr i t ique e s t  d é f i n i  comme étant  l a  p o r t i o n  de 

dendr i te  comprise en t re  l e  corps c e l l u l a i r e  e t  l a  premiëre rami f i ca t i on  ou 

en t re  deux rami f ica t ions  successives de l a  dendr i t e  (ARENDT e t  al . ,  1986) 

(F ig .  3b). 

. S E I  : nombre de segments dendr i t iques de ler ordre, c ' e s t -  

à - d i r e  ent re  l e  pér icaryon e t  l a  lëre r a m i f i c a t i o n  de 

chaque dendr i te.  

. SE2 : nombre de segments dendr i t iques de ze ordre,  c 'es t -à-  

d i r e  e n t r e  l a  lere r a m i f i c a t i o n  e t  l a  ze r a m i f i c a t i o n  

de chaque dendr i te.  

. SE3 : nombre de segments dendr i t iques de 3e ordre.  

. SE4 : nombre de segments dendr i t iques de 4e ordre.  

. SE5 : nombre de segments dendr i t iques de 5e ordre .  

. SE6 : nombre de segments dendr i t iques de 6e ordre.  

. SE7 : nombre de segments dendr i t iques de 7e ordre.  

. DP1 : nombre de t roncs dendr i t iques pr incipaux, c ' es t -à -d i re  

de dendr i tes de d i  amètre important  

. TER : nombre t o t a l  d 'ext rémités de dendri tes imprégnées pa r  

c e l l u l e .  

3 )  Paramètres de t a i l l e  des dendri tes 

La longueur de chaque dendr i te  p r i n c i p a l e  es t  estimée par  l a  

d is tance e n t r e  l e  p o i n t  d ' i n t e r s e c t i o n  de l a  p lus  grande longueur du corps  

ce1 l u l a i r e  e t  de sa p l  us grande la rgeur  perpendiculaire, e t  1 'ex t rémi té  

dendri  t i q u e  1 a p l u s  éloignée du péricaryon. Cinq 1 ongueurs dendri t i ques  

sont  a i n s i  mesurées ; dans no t re  étude, aucune c e l l u l e  imprégnée n ' a  

présenté p l u s  de 5 dendr i tes p r inc ipa les  : 

. DE1 : 1 ongueur de 1 a dendr i te  de rang 1. 

. DE2 : longueur de 1 a dendr i t e  de rang 2. 

. DE3 : longueur de 1 a dendr i t e  de rang 3. 

. DE4 : longueur de l a  dendr i te  de rang 4. 

. DE5 : longueur de 1 a dendr i te  de rang 5. 

La longueur de l a  dendr i te  1 a p lus  longue e s t  t ou jou rs  a f fec tée  

à l a  va r iab le  DEI, p u i s  l e s  autres longueurs de dendr i tes par  va leurs  

décroissantes aux var iab les  DE2 à DE5 (F ig .  4a). 



FIGURE 4 

Méthode d 'ob ten t ion  des paramètres 1  i é s  à chaque t ronc dendr i t i que  : 

a)  - Paramètres de t a i  1  l e  des dendr i tes  : 

A chaque t ronc  dendr i t i que  e s t  a f fec tée  une longueur DEn 

correspondant à 1  a  d is tance ent re  l e  p o i n t  d ' i n t e r s e c t i o n  de l a  

p l u s  grande longueur du corps c e l l u l a i r e  e t  de sa p lus  grande 

1  argueur perpendiculaire, e t  1  'ex t rémi té  dendr i t ique 1  a  p lus  

éloignée du péricaryon. Les i n d i c e s  n  correspondent à des 

valeurs décroissantes de c e t t e  mesure (4  mesures sont réa l i sées  

pour c e t t e  ce1 1  u l  e l .  

- Paramëtres mesurant 1  'extension du champ dendr i t i que  : 

A chaque t ronc  dendr i t i que  e s t  a f f e c t é  un angle de recouvrement 

ANn (1 ' i n d i c e  n  é tan t  l e  même que c e l u i  a f f e c t é  à l a  mesure de 

1 a longueur). 

b )  - Paramètres d ' o r i e n t a t i o n  des dendr i tes : 

L ' o r i e n t a t i o n  de chaque dendr i t e  e s t  estimée par  1  'angle 

e x i s t a n t  en t re  l a  b i s s e c t r i c e  de 1  'angle d 'extension du t ronc  

dendr i t i que  e t  l e  plan du 3e ven t r i cu le .  Chaque va leur  de c e t  

angle e s t  Ton où n  e s t  1  ' i n d i c e  a f f e c t é  à l a  longueur du t ronc  

dendr i t ique.  Dans 1  'hypothalamus d r o i t ,  c e t  angle e s t  mesuré 

dans l e  sens des a i g u i l l e s  d'une montre, dans 1  'hypothalamus 

gauche, dans l e  sens inverse.  
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Paramètres mesurant 1 ' extension du champ dendr i  t i que  

Pour chaque dendr i t e  dont  l a  1 ongueur a é t é  mesurée, une mesure 

de 1 'angle q u ' e l  l e  recouvre e s t  ef fectuée.  Cet angle a son sommet au p o i n t  

d'émergence du t ronc  dendr i t ique sur  l e  pér icaryon e t  e s t  1 i m i t é  par  deux 

demi-droi tes issues de ce  sommet, de t e l l e  manière que t o u t e  l a  dendr i t e  

s o i t  comprise dans l e  secteur angula i re.  Cinq va r iab les  sont a i n s i  

d é f i n i e s  (F ig .  4a) : 

. AN1 : angle de recouvrement de 1 a dendr i t e  de rang 1. 

. AN2 : angle de recouvrement de l a  dendr i t e  de rang 2. 

. AN3 : angle de recouvrement de l a  dendr i t e  de rang 3. 

. AN4 : angle de recouvrement de l a  dendr i t e  de rang 4. 

. AN5 : angle de recouvrement de l a  dendr i t e  de rang 5. 

Ces var iab les  possëdent tou jours  l e  numéro d 'o rdre  des 

dendr i tes auquel les e l l e s  correspondent. 

5 )  Paramètres d 'extension du neurone 

. X X X :  mesure de l a  p r o j e c t i o n  orthogonale du champ 

dendr i t ique dans l e  p lan  du 3e ven t r i cu le .  

. Y Y Y :  mesure de l a  p r o j e c t i o n  orthogonale du champ 

dendri  t i q u e  dans un p l  an ho r i zon ta l  perpendicula i re au 

p lan  du 3e v e n t r i c u l e  e t  para1 l è l e  à 1 a surface basale 

du cerveau (F ig.  3b). 

Paramëtres d ' o r i e n t a t i o n  des dendr i tes 

Pour chaque dendr i t e  dont 1 'angle d 'ex tens ion  du champ 

dendr i t i que  e s t  mesuré, l a  b i s s e c t r i c e  de l ' a n g l e  e s t  tracée, e t  l ' a n g l e  

q u ' e l l e  forme avec l e  p lan  du 3e v e n t r i c u l e  mesuré. Cet angle e s t  t ou jou rs  

mesuré par  rappor t  au p l a n  du 3e vent r icu le ,  dans l e  sens des a igu i  1 l e s  

d ' une montre dans 1 'hypothalamus d r o i t  e t  dans 1 e sens inverse dans 

1 ' hypothalamus gauche. C i  nq mesures d 'angle sont a i n s i  e f fectuées 

( F i g .  4b) : 

. TOI : angle d '  o r i e n t a t i o n  de 1 a dendr i t e  de rang 1. 

. T02 : angle d ' o r i e n t a t i o n  de l a  dendr i t e  de rang 2. 

. T03 : angle d ' o r i e n t a t i o n  de l a  dendr i t e  de rang 3. 



. T04 : angle d ' o r i e n t a t i o n  de l a  dendr i t e  de rang 4. 

. T05 : angle d ' o r i e n t a t i o n  de l a  dendr i t e  de rang 5. 

Les numéros d 'o rd re  correspondent à ceux des longueurs de 

dendr i tes  e t  des angles d 'extension des champs dendr i  t iques.  

Paramètres l i é s  à 1  'axone 

Pour chaque c e l l u l e  où 1  'axone e s t  imprégné, 2 paramètres sont 

mesurés (F ig.  3a) : 

. AXO : dis tance e n t r e  l a  1  i m i t e  du corps c e l l u l a i r e  e t  l e  

cône d  'émergence de 1  ' axone. 

. AXT : angle en t re  1  a  d r o i t e  r e l i a n t  1  e  cône d'émergence de 

1  'axone avec 1  ' e x t r h i  t é  v i  s i b l e  de ce1 u i  - c i  e t  1  e  

p lan  du 3e ven t r i cu le .  Cet angle, mesuré dans l e s  

mêmes cond i t ions  que l e s  angles d ' o r i e n t a t i o n  des 

dendr i tes  pr inc ipa les ,  nous renseigne sur 1  a  

d i r e c t i o n  qu'emprunte l 'axone au départ de l a  rég ion  

du NMD. 



1 II - METHODES D'ANALYSE STATISTIQIJJ ...................................... ......................................... 

A - Analyse en Composantes Pr inc ipa les  (A.C.P.) 

1 )  O b j e c t i f  

L'Analyse en Composantes Pr inc ipa les  (A. C. P. ) e s t  une méthode 

s t a t i s t i q u e  ancienne dont l e s  idées essen t i e l l es  o n t  é té  formulées par  K. 

PEARSON en 1901. La première p u b l i c a t i o n  à ce s u j e t  e s t  dûe à H. HOTELLING 

en 1933. Bien que de concept ion ancienne, 1 ' u t i l i s a t i o n  de 1 'A.C.P. e s t  

récente  e t  ét ro i tement  1 i ée à 1 'avènement des ord inateurs depuis 1960 e t  

s u r t o u t  à 1 ' appa r i t i on  de 1 a microinformatique depuis 1980. 

L1A.C.P. e s t  une méthode s t a t i s t i q u e  essent ie l lement  

d e s c r i p t i v e  : son o b j e c t i f  e s t  de présenter, sous forme graphique, 

1 'essent ie l  de 1 ' information contenue dans un tableau de données (LEBART 

e t  al . ,  1982). Ce tableau e s t  cons t i tué ,  en l ignes ,  par des " i nd i v idus "  

su r  lesquels sont mesurées des "var iab les  quan t i t a t i ves "  elles-mêmes 

disposées en colonnes. 

La première phase d'une A.C.P. e s t  l e  choix des i nd i v idus  e t  

des var iables.  Ce choix d o i t  ê t r e  en accord avec l e s  o b j e c t i f s  de l ' é t u d e .  

Dans no t re  cas, 1 'étude des i nd i v idus  de 1 'A.C.P. s ' a p p l i q u a i t  à tous l e s  

neurones marqués par  l a  technique de GOLGI mod i f iée  e t  présents dans l a  

r é g i o n  du NMD de 1 'animal c h o i s i .  

2 1 D é f i n i t i o n  des Composantes Pr inc ipa les  

Etant  donnée une mat r ice  d 'observat ions de N ind i v idus  sur  

lesque ls  ont  é t é  réa l i sées  l e s  mesures de n var iab les  : 



Les composantes p r i n c i p a l e s  de c e t t e  mat r ice  sont l e s  

combinaisons l i n é a i r e s  des var iab les  x l ,  x2,. ... xn : 

dont  1  es v a r i  ances sont maximales. 

Remarque : l e  c a l c u l  de ces composantes p r i n c i p a l e s  e s t  

complètement indépendant des natures des d i s t r i b u t i o n s  des var iab les  dont 

1  es r e l a t i o n s  sont  étudiées. 

3 )  P r i nc ipe  de 1  'Analyse en Composantes P r inc ipa les  

S i  l e  tableau de données comporte n  var iab les  quan t i t a t i ves ,  

chaque i n d i v i d u  peut ê t r e  représenté dans un "espace v e c t o r i e l  à n  

dimensions". Un t e l  espace é t a n t  impossib le à v i sua l i se r ,  l e  b u t  de 

1  'A.C.P. e s t  de t rouver  des espaces comportant moins de dimensions, d i t s  

espaces rédu i t s ,  dans lesquels i 1 sera poss ib le  d'observer "au mieux" l e s  

i ndi  v i  dus. 

Le nuage de po in t s  cons t i t ué  dans 1  'espace à n  dimensions a  

des d i r e c t i o n s  d'al longement qu i  vont ê t r e  recherchées e t  vont c o n s t i t u e r  

l e s  axes f a c t o r i e l s  successifs e t  perpendicula i res de l 'espace r é d u i t .  Les 

axes f a c t o r i e l  s  1, 2, 3, ..., n permettent de représenter l e s  p o i n t s  dans 

des p lans  1x2, 1x3, 2x3, etc .  qu i  donnent une me i l l eu re  v i s u a l i s a t i o n  de 

1  a  d i  spersi  on des i n d i v i d u s  étudiés. 

Les axes e t  l e s  plans f a c t o r i e l s  de 1  'A.C.P. ne correspondent 

pas aux v a r i  ab1 es i n i t i a l e s  mais sont des " ind ices  synthét iques" obtenus 

par  combinaisons 1 i néa i res  de ces var iab les  i n i t i a l e s  (TOMASSONE, 1975). 

Parmi tous 1  es i nd i ces  possibles, 1  'A.C.P. détermine d'abord c e l u i  q u i  

permet de représenter  l e  mieux 1  es i nd i v idus ,  c ' e s t - à - d i r e  c e l u i  pour 

l eque l  l a  var iance des i nd i v idus  e s t  maximale : c e t  i n d i c e  e s t  appelé lère 

composante p r i n c i p a l e  ou encore ler axe p r i n c i p a l .  Une ce r ta ine  propor t ion  



de 1  a  v a r i a t i o n  t o t a l e  des i n d i v i d u s  e s t  expl iquée par c e t t e  composante 

p r i n c i p a l e .  - 

Ensui te, une 2e composante p r i n c i p a l e  e s t  dé f i n ie ,  e t  cec i  sous 

deux cond i t ions  : 

- avo i r  une c o r r é l a t i o n  l i n é a i r e  n u l l e  avec l a  lere 
(TRANCHEFORT, 1974). 

- avoi r ,  à son tour ,  l a  p lus  grande variance. 

Cet te 2e composante p r i n c i p a l e  fourn issant  a i n s i  l a  plus grande 

i nforrnation complémentaire de 1  a  lere. 

Le processus se déroule jusqu'à ob tent ion  de l a  p  iéme et 

de rn iè re  composante p r i nc ipa le ,  1  es p a r t s  d  ' i nforrnation expl  iquées par  

chacune d ' e l l e s  devenant de p lus  en p lus  f a i b l e s .  

4 )  Présentat ion des r é s u l t a t s  de 1  'Analyse en Corn~osantes 

P r i  n c i ~ a l  es 

L 'observa t ion  des i n d i v i d u s  se f a i t  sur  l e s  plans cons t i tués  à 

p a r t i r  des composantes p r i nc ipa les  renfermant 1  e  p l  us d '  in format ion.  Le 

p l a n  d é f i n i  par  l e s  axes 1  e t  2  e s t  appelé "p lan 1x2" ou "p lan  p r i n c i p a l " .  

Selon l a  p a r t  d ' in format ion p r i s e  en compte par  ce  p lan  p r i n c i p a l ,  i 1 

pour ra  ou non ê t r e  in té ressant  d'examiner d  'au t res  p l  ans renfermant moins 

d ' i n fo rma t ions  comme par  exemple l e s  plans 2x3, 1x3 ... 

Dl au t re  par t ,  i 1 e s t  souvent important  de connaî t re 1  es 

va r iab les  " i n i t i a l e s "  q u i  on t  joué un r ô l e  prépondérant dans l a  

c o n s t i t u t i o n  des composantes p r i n c i p a l e s  e t  qu i  expl iquent  donc 1  es 

p o s i t i o n s  des ind iv idus .  C 'es t  pourquoi il e s t  in té ressant  de repo r te r  su r  

ces plans l e s  d i r e c t i o n s  des var iab les  i n i t i a l e s .  

Il ne f a u t  pas o u b l i e r  cependant que l e s  représentat ions 

graphiques a i n s i  obtenues ne donnent qu'une v i s i o n  impar fa i t e  de l a  

r é a l i t é  puisque 1  a  v i s u a l i s a t i o n  obtenue n ' e s t  que l a  p r o j e c t i o n  en 2  

dimensions d 'un  espace à n  dimensions. 



B - Recherche des novaux d ' a f f i n i t é s  

Cet te  méthode a pour b u t  de me t t re  en évidence des groupes de 

v a r i  ables t r è s  cor ré lées  e t  de découvr i r  a i n s i  d 'éventuels phénomènes de 

redondance. La méthode des polygones ou diagrammes de BONNET (BONNET, 

1964) permet de v i  sua1 i ser ces c o r r é l  at ions. 

Les n caractères correspondant aux var iab les  du tableau de 

mesure sont disposés sur  l a  circonférence d 'un  cerc le,  de façon 

équidistante; en p laçant  d'abord cô te  à c ô t e  l e s  var iab les  l e s  p l u s  

corré lées.  Tous ces caractères sont r e l i é s  e n t r e  eux par  des segments de 

d r o i t e  qu i  on t  une épaisseur de t r a i t  p ropo r t i onne l l e  à l e u r  i n t e r -  

c o r r é l a t i o n .  

Nous obtenons a i n s i  un c e r t a i n  nombre de polygones dont  l e s  

sommets correspondent aux var iab les  du tableau de mesure. Ces 

regroupements de var iab les  sont nommés "noyaux d ' a f f i n i t é " .  

Nous pouvons donc, de c e t t e  manière, i d e n t i f i e r  p u i s  

éventuel 1 ement é l  iminer  des var iab les  qu i  sont t r è s  cor ré lées  e t  apportent  

des informations redondantes sur l e s  ob je t s  à 1 'étude. 

C - C l  a s s i f i c a t i o n  automatique 

On désigne sous l e  nom de c l a s s i f i c a t i o n  automatique (ou 

t a x i  nomie, analyse typologique, " c l u s t e r  analys i  s" 1, 1 'ensemble des 

processus aptes à ê t r e  exécutés par  ord inateur  pour cons t i t ue r  des 

h ié ra rch ies  de c lasses (JAMBU e t  LEBEAUX, 1978), c ' e s t  à d i r e  une s u i t e  de 

p a r t i t i o n s  emboitées, de p l u s  en p lus  f i nes ,  sur  l 'ensemble d 'observat ions 

i n i t i a l .  

Une t e l l e  h ié ra rch ie  peut avantageusement ê t r e  résumée par  un 

a rb re  h i  érarchique, ou dendrogramme, dont 1 es noeuds symbol i sent 1 es 

subdiv is ions de l ' é c h a n t i l l o n ,  l e s  éléments de ces subdiv is ions é tan t  l e s  

o b j e t s  placés à 1 'ex t rémi té  supérieure des branches auxquel l e s  i 1 s sont  

r e l  i és (ROUX, 1985) . 
Parmi l e s  méthodes ex i  stantes (JAMBU, 1978 ; CHANDON e t  PINSON, 

1981 ; BENZECRI e t  a l . ,  1984 ; LEGENDRE e t  LEGENDRE, 1984 ; ROUX, 1985), 

nous avons opté pour 1 a c l a s s i f i c a t i o n  ascendante h ié rarch ique (C .A.H. 1. 



Les i n d i v i d u s  sont posi t ionnés dans un espace v e c t o r i e l  à 

au tan t  de dimensions que 1  a  ma t r i ce  d 'observa t ion  possède de v a r i  ables, 

chaque axe correspondant à une var iab le .  

Dans un premier temps, l a  C.A.H. passe par  l e  c a l c u l  d'une 

d i  stance i nter - ind iv idus .  LIA .C .P .  é t a n t  fondée sur  1  a  d i  stance 

eucl id ienne,  nous avons c h o i s i  c e t t e  même métr ique par  souci 

d  'homogénéïté. Cet te opéra t ion  a b o u t i t  à 1  a  c o n s t i t u t i o n  'd'une ma t r i ce  de 

p r o x i m i t é  i n t e r - i  ndividus. 

Dans un second temps, un a l  g o r i  thme d  'agrégat ion ( c r i t è r e s :  

c l  ass i  f i c a t i o n  ascendante, d i  stance euc l id ienne maximale) permet, par  

étapes successives, de r é u n i r  l e s  i n d i v i d u s  l e s  p l u s  proches. A l a  f i n  de 

chaque étape, l e s  distances en t re  l e  groupe nouvellement crée e t  l e s  

i n d i v i d u s  r e s t a n t s  sont recalculées.  Le processus e s t  r ë i t é r é  jusqu 'à  ce 

que tous 1 es i nd i v idus  so ien t  réun is  dans un seul groupe. , L'ensemble des 

r é s u l t a t s  e s t  présenté graphiquement sous forme d 'un  dendrogramme ( F i g  5 ) .  

FIGURE 5 : Exemple d e  dendrogramre r é a l i s e  p a r  une 
c l a s s i f i c a t i o n  ascendante h i é r a r c h i s é e  à p a r t i r  d l u n  
groupe de  16 c e l l u l e s  p r i s e s  a u  h a s a r d  dans n o t r e  
p o p u l a t i o n  g é n é r a l e  e t  numérotées de  1 3 16 ( c r i t i r e  
d ' a g r é g a t i o n  : d i s t a n c e  E u c l i d i e n n e  n a x i a a l e ) .  L e s  

c e l l u l e s  6 e t  1 1  s o n t  n e t t e m e n t  d i s s o c i é e s  d u  r e s t e  d e  l a  
p o p u l a t i o n  c o n s i d é r é e  i c i .  



Cet te  méthode e s t  c'omplëmentaire des o rd ina t i ons  en espace 

r é d u i t  u t i l i s é e s  dans c e t t e  étude: A.C.P., A.F.D., 0' de MAHALANOBIS. E l  l e  

a de p l u s  va leur  c r i t i q u e ,  permettant en p a r t i c u l i e r  d ' i d e n t i f i e r  l e s  

observat ions aberrantes ou exceptionnel l e s  q u i  pour ra ien t  n u i r e  à 

1 'analyse mu1 ti v a r i  able. 

D - Analyse F a c t o r i e l  l e  D i  scr iminante (A.F.D. ) 

1 ) I n t roduc t i on  

L ' analyse f a c t o r i e l  l e  d isc r im inante  (A.F.D. ) , d i  t e  aussi 

analyse canonique, peut ê t r e  considérée comme une généra l i sa t ion  de 1 a 

f o n c t i o n  d iscr im inante  i nt rodu i  t e  par FISHER en 1938. Pour c e t t e  analyse, 

l e s  d i f f é r e n t e s  observat ions sont  r é p a r t i e s  à p r i o r i  en groupes e t  ne sont  

donc pas au c o n t r a i r e  de 1 'A.C.P. considérées comme équivalentes e t  donc 

ne sont  pas réunies en une seule mat r ice  d 'observat ions.  

L' analyse mu1 t i  va r iab le  e s t  a l o r s  r é a l i s é e  en i n t é g r a n t  aux 

c a l  c u l  s 1 'appartenance des i ndiv idus a un groupe. Cet te analyse permet 

a i n s i  de v é r i f i e r  l a  c o n s t i t u t i o n  des groupes é t a b l i s  par 1 'A.C.P.. 

2 )  D é f i n i t i o n  

Dans l e  cas de 1 'A.F.D., nous avons g populat ions comportant 

. .. NI, N2,. .Ng observations, t ou tes  avec n var iab les  xl, x2,. ,xn. 
Les matr ices d'observat ions sont de l a  forme : 

Xll .XIZ " ' O . .  X l "  

X N Z  ...a.. 

A chacune d ' e l  l e s  correspond une ma t r i ce  de d ispers ion:  

Pll - * * - * -  Pln 
................ p k = [  Pa1 - - * * - -  Pan ] 



une ma t r i ce  de covariance : 

e t  un vecteur p o i n t  moyen : 

- - - 1 X i  = ( : k g ,  x k 2  , x k n  

Ces g p o i n t s  moyens, cent res  des g e l l i p s o ï d e s  de d ispers ion  

des g populat ions, cons t i t uen t  eux-mêmes une mat r ice  : 

r - - 
X I ,  XIZ ...... X, ,  - 1 

à l a q u e l l e  correspond une mat r ice  de covariance que nous 

appel 1 erons "mat r ice  i nter-popul at ions"  e t  que nous désignerons par : 

a,, ...... a,, 
................ 

...... anl a,, 

Les d ispers ions des populat ions é tan t  supposées homogënes, nous 

pouvons d é f i n i r  l a  mat r ice  moyenne de d i spe rs ion  : 

e t  une mat r ice  moyenne de covariance, d i t e  "matr ice i n t r a -  

popu 1 a t  i on" : 



LIA.F.D. c o n s i s t e  à rechercher  l e s  axes sur  lesque ls  l e s  

cen t res  des popu la t i ons  se p r o j e t t e n t  avec l e  maximum de d ispers ion ,  ce 

q u i  r e v i e n t  à c a l c u l e r  l e s  composantes p r i n c i p a l e s  de l a  m a t r i c e  X des 

p o i n t s  moyens e t  à d é f i n i r  l e s  nouve l les  va r i ab les  : 

t e l l e s  que : 

Ce q u i  e s t  équ i va len t  â rendre  égales à l ' u n i t é  l e s  var iances 

de tous  l e s  yi. 

3 )  Présenta t ion  des r é s u l t a t s  

Comme pour  1  'A.C.P., l e s  v a r i a b l e s  e t  l e s  i n d i v i d u s  son t  

représentés dans un espace v e c t o r i e l  â a u t a n t  de dimensions q u ' i l  y a  de 

v a r i a b l e s  dans l e s  ma t r i ces  d  'observat ions.  Chaque axe d i sc r im inan t  é t a n t  

lui-même c o n s t i t u é  à p a r t i r  des v a r i a b l e s  i n i t i a l e s  se lon  l e  même p r i n c i p e  

qu 'en  A.C.P.. 

Pour chaque groupe d ' i n d i v i d u s ,  un c e n t r e  de g r a v i t é  e s t  

c a l c u l é .  L 'ana lyse  d i sc r im inan te  t e s t e  a l o r s  l a  p o s i t i o n  de chaque 

i n d i v i d u  du groupe pa r  r a p p o r t  au c e n t r e  de g r a v i t é  de son groupe e t  

v é r i f i e  a i n s i  l a  bonne appartenance de l ' i n d i v i d u  au groupe. Dans l e  cas 

c o n t r a i r e ,  1  a  p o s i t i o n  de 1  ' i n d i v i d u  e s t  t e s t é e  par  r a p p o r t  aux cen t res  de 

g r a v i t é  des au t res  groupes e t  sa r é a f f e c t a t i o n  e s t  a i n s i  r é a l i s é e .  

Dans n o t r e  étude, l e s  groupes t e s t é s  p a r  1  'A.F.D. sont  l e s  

groupes c e l l u l a i r e s  mis  en évidence p a r  1  'A.C.P.. 



E - Di stance Général i sëe de MAHALANOBIS (0' de MAHALANOBIS) 

1 ) I n t r o d u c t i o n  

La méthode du de MAHALANOBIS, comme 1 'A.F.D., permet de 

s i t u e r  p lus ieu rs  populat ions dans un espace à n dimensions (n  é t a n t  l e  

nombre de va r iab les )  e t  de déterminer dans q u e l l e  mesure ces populat ions 

peuvent ê t r e  d is t inguées 1 es unes des autres.  Chronologiquement, c ' e s t  1 a 

première des analyses mu1 t idimensionnel l e s  (MAHALANOBIS, 1927 ;1930 ; 

1936). A 1 ' o r i g ine ,  e l l e  c o n s i s t a i t  à c a l c u l e r  des "distancesw e n t r e  

populat ions,  e t  ce  n ' e s t  qu'en 1952 avec RA0 que l e s  représentat ions 

géométriques e t  l e s  p ro jec t i ons  o n t  é t é  développées. 

2) D é f i n i t i o n  

Comme en A.F.D., l a  méthode e s t  appliquée ii g populat ions 

comportant N1,N2. ... N observat ions tou tes  avec n var iab les  xl, x2, .... xn. 
9 

A chaque populat ion correspond donc une mat r ice  d 'observat ions:  

d 'où l ' o n  dédu i t  g matr ices de d ispers ion Pk, g matr ices de 

covariance Vk e t  g p o i n t s  moyens : 

l 
i 

Les mat r ices  de covariances devant ê t r e  homogènes, il e s t  I 

poss ib le  de d é f i n i r  une mat r ice  moyenne des covariances V e t  une ma t r i ce  

moyenne des c o r r é l  a t i  ons : 



S o i t  a l o r s  l a  ma t r i ce  inverse  de R, R-', de terme général rij. 

En t re  deux populat ions quelconques p e t  q, l e s  variances é t a n t  rédui tes,  

1 e D' de MAHALANOBIS e s t  d é f i n i  par  : 

S i  on pose : 

a l o r s  : 

3 1 Présentat ion des r é s u l t a t s  

En t re  l e s  g populat ions, nous avons donc g(g-1)/2 distances du 
2 D dont  il e s t  poss ib le  de dresser l e  tableau : 

Np Nq (Np + Nq - n - 1)  
La s t a t i s t i q u e  : IlZpq x 

(Np + Nq) (Np + Nq - 2) n 

u t i l i s é e  comme un F avec n e t  (Np + Nq - n - 1 ) degrés de 

1 i b e r t é  permet de déterminer l e s  populat ions qu i  sont s i g n i f  icat ivement 

d i s t i n c t e s  e t  de r é u n i r  éventuellement ce1 l es  qu i  ne l e  sont pas. 



DEUXIEME PARTIE 

TECHNIQUES D'ETUDES NEUROANATOMIQUES "IN VIVO" 



1 - LESIONS ELECTROLYTIQUJS ........................... ................................ 

A - Anesthésie 

Les animaux sont mis à jeûn 12 heures avant 1  ' i n te rven t i on  a f i n  

de f a c i l i t e r  1  'anesthésie qu i  e s t  r é a l i s é e  par  vo ie  i n t rapé r i t onéa le  à 

1  ' a ide  d 'un  mél ange Uréthane-NEMBUTAL dans l e s  propor t ions  de 45 mg 

d  'Uréthane e t  de 2 mg de NEMBUTAL pour 100 g  de poids. 

B - Fabr i ca t i on  des é lect rodes 

Les é lect rodes u t i l i s é e s  pour l e s  l és ions  sont confectionnées à 

p a r t i r  d ' a i g u i l l e s  entomologiques, de diamètre égal à 0,4 mm. Un f i l  

mé ta l l i que  e s t  t o u t  d'abord soudé à 1  'ex t rémi té  ren f lée  de 1  ' a i g u i l l e ,  ce 

q u i  permet son raccordement à 1 'apparei 1  d  'é lect rocoagulat ion au moment de 

1  'opérat ion. L ' a i g u i l l e  e s t  ensu i te  soigneusement recouverte d'une couche 

de vern is  i s o l a n t  e t  séchée à 1  ' é tuve  à 60°C pendant 12 heures environ. Le 

v e r n i s  é tan t  sec, l a  po in te  de 1  ' a i g u i l l e  e s t  mise à nu sur  0,7 mm à 

1  ' a ide  d 'un scalpel .  Cet te  opérat ion e s t  r é a l i s é e  sous loupe b inocu la i re .  

La bonne i s o l a t i o n  du r e s t e  de 1  ' a i g u i l l e  e s t  a l o r s  v ê r i f i é e  à 1  'a ide  d ' u n  

O hmmët r e  . 

L'animal é t a n t  p lacé  dans 1  'apparei 1  stêréotaxique, un t r o u  de 

t répan d 'env i ron  4  mm de diamètre e s t  r é a l  i s é  grâce à une f r a i s e  de 

den t i s te .  L 'é lec t rode e s t  ensu i te  amenée à l a  surface de l a  dure-mère, 

p u i s  descendue dans 1  'hypothalamus selon 1  es coordonnées suivantes : 



- Antéro-postér ieure : + 10,2 mm. 

- La té ra le  : 1,2mm 

- Profondeur : 8mm. 

La q u a n t i t é  de courant é l e c t r i q u e  u t i l i s é e  pour 

1 'é lec t rocoagu la t ion  e s t  de 30 mC (1  mA pendant 30 s ou 3 mA pendant 

10 SI. 
Une f o i s  l a  s t imu la t i on  e f fec tuée 1 'é lec t rode e s t  remontée. Le 

t r o u  de t répan e s t  rebouché avec du ciment den ta i re  e t  l a  p l a i e  refermée 

pa r  des agrafes. 

L 'animal e s t  a l o r s  l i b é r é  de 1 'appare i l  s téréotax ique e t  p lacé  

dans une cage de réve i  1 réchauffée par  une 1 ampe. 

Un dé la i  de 9 à 27 j o u r s  précède l e  s a c r i f i c e .  

D - Obtent ion des fragments d'hypothalamus, de septum l a t é r a l  e t  

d 'éminence médiane (F ig.  7)  

1 )  F i x a t i o n  Dar Derfusion 

A 1 ' i ssue de l a  période de surv ie,  l e  cerveau de 1 'animal e s t  

f i x é  par  perfusion intracardiaque, dans l e s  mêmes cond i t ions  que l o r s  de 

1 a f i x a t i o n  par  l e  f i x a t e u r  de GOLGI indiquées page 9. 

Le l i q u i d e  de f i x a t i o n  e s t  une s o l u t i o n  de paraformaldéhyde- 

ac ide p i c r i q u e  (PAF) préparée d'après STEFANINI e t  a l .  (1967) mod i f ié  : 

- 20 g de paraformaldéhyde sont dissous dans 150 ml d 'ac ide  

p i c r i q u e  saturé (on procède à 60°C e t  en m i l i e u  basique par  

ad jonc t ion  de NaOH 1 NI.  

- l e  mélange obtenu e s t  complété à 1 l i t r e  par  du tampon 

phosphate 0,lM pH 7,4 (1 1, c e  qu i  p o r t e  l a  concent ra t ion  

f i n a l e  de paraformaldéhyde à 2%. 



2) Di ssect ion 

Après 1 a perfusion, 1 'animal e s t  rapidement décapité. La b o i t e  
crânienne e s t  ouver te e t  l a  t ê t e  e s t  replacée dans 1 'appare i l  

stéréotaxique. A 1 'a ide d'une lame de r a s o i r  f i x é e  au micromanipulateur, 

une sec t ion  parfaitement v e r t i c a l e  e s t  r é a l i s é e  au p l  an antéro-postér ieur  

+ 11,2 mm, s o i t  1 mm en avant de l a  lés ion .  Cet te sec t i on  a pour b u t  de 
séparer 1 'hypothalamus du septum. 

F I G U R E  6 : D i s s e c t i o n  de l l h y p o t h a l a i u s  

L a  r é g i o n  c o n t e n a n t  l e  ch iasma o p t i q u e  (CO) ,  l l é m i n e n c e  
médiane (En)  e t  l ' h y p o p h y s e  (Hy) e s t  s C p a r i e  d u  r e s t e  de 
l ' h y p o t h a l a m u s  (Hyth)  e n  s e c t i o n n a n t  dans l e  sens a n t é r o -  
p o s t é r i e u r  s e l o n  l e  p l a n  Pc l .  Deux a u t r e s  s e c t i o n s  ( e n  P c 2  
e t  P c 2 I )  d é l i a i t e n t  l a  p a r t i e  d 'hypotha lamus q u i  e s t  
conservée. La d i s s y m é t r i e  du f ragment  d 'hypotha lamus p a r  

e  
r a p p o r t  au  3  v e n t r i c u l e  (3V) f a c i l i t e r a  son o r i e n t a t i o n .  

L'encéphale e s t  a l o r s  dél icatement disséqué e t  l e s  deux 

fragments contenant 1 'hypothalamus e t  l e  septum sont séparés e t  plongés 

dans l e  f i x a t e u r .  



Après 1 h 30 de pos t - f i xa t ion ,  l a  rég ion  contenant l e  chiasma 

opt ique, 1 'éminence médiane (EM) e t  1 'hypophyse e s t  séparée du r e s t e  de 

l 'hypothalamus (Fig.  6) à l ' a i d e  d 'une lame d e r a s o i r .  Le f ragment  

contenant l e  septun, a i n s i  que c e l u i  qu i  v i e n t  d ' ê t r e  obtenu e t  q u i  

correspond à 1 a rég ion  de 1 'EM , sont  immergés dans une s o l u t i o n  à 5% de 

saccharose dans l e  tampon phosphate pendant 12 heures. Le saccharose aura 
une a c t i o n  c ryopro tec t r i ce .  Le fragment contenant 1 'hypothalamus e s t  

r é d u i t  b i  1 atéralement mais de maniëre asymétrique pour des r a i  sons 

d ' o r i e n t a t i o n ,  e t  l a i s s é  dans l e  f i x a t e u r  jusqu 'à  l a  confec t ion  des coupes 

à congélat ion.  

3 )  Congé1 a t i o n  des fragments de septum e t  d'éminence médiane 

Les b locs  contenant l e  septum e t  ceux contenant 1 'EM sont  

dest inés à un examen immunocytochimique e t  doivent  ê t r e  congelés p u i s  

conservés à t r ë s  basse température jusqu'au moment de l a  confect ion des 

coupes au c ryos ta t .  Pour é v i t e r  l a  format ion de c r i s t a u x  de g lace 

n u i s i b l e s  à 1 a conservat ion des s t ruc tures ,  1 a congélat ion d o i t  ê t r e  

r a p i d e  e t  a é t é  r é a l i s é e  à 1 'azote l i q u i d e .  

Réaction immunocytochimique 

Congélation - 

t 
I A 
l - HYPOTHALAMUS SEPTUn 
l 
I 
1 

I ' 1 
/ éminence 1 

1 1 médiane 1 1 

1 ), post-fixation 

Coupes à congélation 100pm 

Coloration : thionine 

FIGURE 7 : P r o t o c o l e  de t ra i t ement  des  b l o c s  d e  cerveaux 
ayant  sub i  une l e s i o n  du noyau magnoce l lu la i re  d o r s a l .  



Il e s t  t ou te fo i s  déconse i l lé  de plonger l e s  b locs  directement 

dans 1 'azote 1 i qu ide  aussi 1 ' u t i l i s a t i o n  d 'un in te rméd ia i re  e s t - e l  l e  

nécessaire : l e  méthyl -butane r e f r o i d i  par  immersion dans 1 'azote 1 iqu ide .  

Les b locs  dest inés à ê t r e  congelés sont i n c l u s  dans du TISSUE- 
TEK à l ' i n t é r i e u r  de r é c i p i e n t s  para l lé lépipédiques confectionnés par  

p l i a g e  d'une f e u i l l e  d'aluminium. Ces r é c i p i e n t s  sont  ensu i te  placés dans 

une p e t i t e  bof t e  c y l  i nd r i que  dont 1 e fond e s t  percé de t rous  a f i n  de 

f a c i l i t e r  l e  passage du méthyl -butane. 

La b o î t e  e s t  plongée pendant 15 à 20 secondes dans l e  r é c i p i e n t  

contenant l e  méthyl -butane r e f r o i d i  à 1 'azote l i qu ide ,  pu is  l e  t o u t  e s t  

amené dans 1 'azote l i q u i d e  pendant une t r e n t a i n e  de secondes. Cet te  

congélat ion en deux temps diminue l e s  r i sques de cassure des b locs qu i  

p o u r r a i t  surveni r  s  ' i l s  é t a i e n t  directement plongés dans 1 'azote 1 iqu ide .  

En e f f e t ,  l e  méthyl-butane permet de r é a l i s e r  un p a l i e r  in te rméd ia i re  de 

température e n t r e  -20°C e t  -1 98°C. De p l u s  l a  pénét ra t ion  du f r o i d  e s t  

me i l l eu re  par ce  procédé ca r  1 'immersion d i r e c t e  dans 1 'azote 1 i qu ide  c rée  

une couche d 'azo te  gazeux autour de l a  pièce, n u i s i b l e  à l a  bonne 

congélat ion de 1 'ensemble de c e l l e - c i .  

Après congélat ion, l e s  b locs  sont r e t i r é s  de l a  b o i t e  

c y l i n d r i q u e  e t  l a i ssés  dans 1 'azote l i q u i d e  jusqu'au moment de l e u r  

stockage, qu i  s  'ef fectue dans un congél ateur, à -80°C. 

E - Techniques h is to log iques e t  immunocytochimiques 

1 ) Obtent ion des coupes 

a - Coupes - à congélat ion 

A f i n  de 1 ocal i ser 1 'emplacement des lés ions,  des coupes 

t ransversales des b locs  d'hypothalamus sont réa l i sées  sur  un microtome à 

congélat ion. Le microtome u t i l i s é  e s t  un microtome à g l i s s i è r e  de t ype  

1300 (LEITZ) dont l a  p l a t i n e  por te -ob je t  a é t é  mod i f iée  en p l a t i n e  à 

congél at ion,  ré f r i gé rée  par  un groupe KRYOMAT LEITZ 1700. 

Les coupes sér iées on t  une épaisseur de l O O p m  e t  sont  

déposées dans des verres de montre rempl is  d 'a l coo l  gé la t iné .  



Obtent ion de 1  ' a l coo l  q é l  a t i  né : -------- - -------  ----_-_ ------- - - - - - -  ----- 
- dissoudre 5  g  de g é l a t i n e  dans 1  l i t r e  dlHpO d i s t i l l é e ,  

à chaud e t  sous a g i t a t i o n .  

- a jou te r  1  1  i t r e  d ' a l c o o l  à 80". 

Les coupes sont ensu i te  disposées en ordre  sur  des lames 

numérotées, p u i s  séchées pendant une journée à température ambiante. 

b  - Coupes au c ryos ta t  - 
Les b locs  contenant l e  septum e t  ceux contenant 1  'EM, 

préalablement i n c l u s  dans l e  TISSUE-TEK e t  congelés, sont  débi tés en 

coupes f i nes  de 10 pm réa l i sées  au c ryos ta t .  Pendant l e  ref ro id issement  de 

1  'enceinte e t  de l a  p l a t i n e  por te-objet ,  l e s  b locs  sont  r e t i r é s  du 

congé1 ateur  à -80°C e t  ramenés à -20°C. Dès que 1  'enceinte e s t  à 1  a  

température de -20°C, l e  b loc  e s t  f i x é  . sur  l a  p l a t i n e  por te -ob je t  ( à  

- 40°C ) à 1  ' a ide  d'une gout te de TISSUE-TEK. 

Une coupe sur 5 e s t  récupérée e t  appl iquée sur 1  ame gel a t i  née 

por tée  à température ambiante. 

Obtention des 1  ames g é l  at inées ------ --- ----- --------_- - - - -  --- ---- --------- 
Les lames b ien  nettoyées sont plongés dans 1  'eau p u i s  

égouttées sans ê t r e  séchées. E l l e s  sont ensu i te  immergées quelques 

secondes dans une s o l u t i o n  contenant 0,5 g  de g é l a t i n e  e t  0,05 g d ' a l u n  

de chrome pour 100 m l  d'eau. Les lames égouttées sont conservées à -20°C. 

2 )  Co lora t ion  des coupes à congélat ion 

La c o l o r a t i o n  des coupes épaisses d  'hypothalamus deva i t  ê t r e  

c h o i s i e  de t e l  l e  manière que 1  'on puisse b ien  apprécier 1  ' a r c h i t e c t u r e  de 

1  'hypothalamus dans son ensemble mais aussi ob ten i r  une c o l o r a t i o n  n e t t e  

des ce1 l u l e s  du  NMD. 

La technique de c o l o r a t i o n  à l a  t h i o n i n e  a  donc ê t é  u t i l i s ê e ,  

se lon  l e  p ro toco le  suivant  : 

- immersion pendant 5  minutes dans un mélange de formol  à 4% 

(50 m l  e t  d ' a l c o o l  à 95" (200 ml ; 

- r inçage dans 1  ' a l coo l  à 95O ; 

- réhydra ta t ion  dans l ' a l c o o l  à 70° pu i s  dans l ' e a u  d i s t i l l é e  ; 



- c o l o r a t i o n  dans une s o l u t i o n  aqueuse de th ion ine  1% pendant 

10  minutes; 

- d i f f é r e n c i a t i o n  dans l ' e a u  a c é t i f i é e  à 1,5% p u i s  dans 

1  'a lcoo l  à 70" légérement a c é t i f i e  ; 

- déshydratation; 

- montage e n t r e  lame e t  lamel le .  

Cet te  c o l o r a t i o n  révè le  en b l e u  in tense sur fond i n c o l o r e  l e s  

corps de N i s s l  e t  l a  chromatine des noyaux (GABE, 1968). 

3 )  Réact ion immunocytochimique sur l e s  coupes au c r y o s t a t  

FIGURE 8 : R é a c t i o n  immunocytoch imique  i n d i r e c t e  a v e c  
i m m u n o g l o b u l i n e s  e n t i é r e s  (document G. TRAHu). 

1g.L : i n r 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  d e  
l ' a n t i g è n e  t i s s u l a i r e  ( ~ g ) .  

Ig .MAL : i m m u n o g l o b u l i n e  d e  M o u t o n  a n t i -  
i m m u n o g l o b u l i n e  d e  L a p i n  marquée  A l a  p é r o x y d a s e  
(étoiles). 

La r é a c t i o n  immunocytochimique u t i l i s é e  pour met t re en évidence 

1  es f i b r e s  renfermant l e s  enképhalines dans l e  septum e t  dans 1  'EM e s t  de 

t y p e  i n d i r e c t  (COONS, 1978). Son p r i n c i p e  e s t  l e  su ivant  : un ant icorps  de 



Lap in  a n t i  -enképhal i n e  se f i x e  d 'abord sur  1 es enképhalines présentes, 

p u i s  un an t icorps  de Mouton a n t i  -immunoglobulines de Lap in  marqué à l a  

péroxydase se f i x e  sur  l e  premier ant icorps.  Par l a  su i te ,  l a  r é v é l a t i o n  

met en évidence 1 a péroxydase ( F i g  . 8).  

Deux sérums de Mouton a n t i  -immunogl obul i nes de Lap in  conjugués 

à 1 a péroxydase sont commercialisés par  1 ' I n s t i t u t  Pasteur. Le premier e s t  

obtenu par  couplage de l a  péroxydase sur  l e s  immunoglobul ines e n t i è r e s  

(F ig .  8)  a l o r s  que pour l e  second, seule l a  f r a c t i o n  Fab e s t  u t i l i s é e .  

C ' e s t  ce dernï e r  conjugué qu i  a é t é  u t i  1 i se ( F i g  . 9 ) .  

Fab MAL 

FIGURE 9  : Réact ion  immunocytochimique i n d i r e c t e  u t i l i s a n t  
l a  f r a c t i o n  Fab s e u l e  (document G. TRAMu). 

1g.L : immunoglobuline de Lapin,  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  ( ~ g ) .  

Fab.HAL : f r a c t i o n  Fab de  l~ immunog lobu l ine  d e  
Mouton anti-immunoglobuline de Lapin marquée a l a  
pdroxydase ( e t o i l e s ) .  

Les ant icorps  d i r i g é s  con t re  l a  Met- e t  l a  Leu-enképhaline o n t  

é t é  p rodu i t s  d'après 1 a procédure d é c r i t e  par  TRAMU e t  LEONARDELLI (1 979).  

En u t i l i s a n t  l ' u n  ou l ' a u t r e  de ces ant icorps, des r é s u l t a t s  ident iques  

sont  obtenus, ce qu i  ind ique s o i t  que 1 a Met- e t  l a  Leu-enképhaline sont  

présentes aux mêmes s i t es ,  s o i t  qu'une r é a c t i o n  c ro isée surv ien t .  Les 

t e s t s  de s p é c i f i c i t é  (TRAMU e t  LEONARDELLI, 1979, BEAUVILLAIN e t  a l . ,  

1980) on t  montré q u ' i l  e x i s t e  en r é a l i t é  une p o s s i b i l i t é  de réac t i on  e n t r e  

1 'an t icorps  a n t i  Leu-enképhal i n e  e t  1 a Met-enképhal ine .  En conséquence, 

nos observat ions ne permettent pas d ' e f f e c t u e r  1 a d i s t i n c t i o n  en t re  1 es 

deux pept ides e t  nous u t i l i s e r o n s  l e  terme "enképhalineN l o r s q u ' i  1 s ' a g i r a  



de nommer 1 'an t icorps  ou l a  s t r u c t u r e  immunoréactive mise en évidence par  

c e t  ant icorps.  

L '  an t icorps  de Lapi n a n t i  -enképhal i ne, e s t  déposé sur  1 es 

coupes de 10 Pm ( réa l i sées  au c ryos ta t )  à ra i son  d'une g o u t t e  par  coupe 

( d i l u t i o n  de l ' a n t i c o r p s  1/250). 

L ' an t i co rps  a g i t  pendant 12 heures à 4°C puis, après r inçage 

dans du tampon de COONS pH 7,2 (1 ) ,  1 'an t icorps  de Mouton a n t i -  

immunoglobulines de Lapin e s t  déposé de l a  même manière ( d i l u t i o n  1/60). 

Aprés 1 heure d '  incubat ion à température ambiante, 1 es 1 ames 

sont  r incées dans l e  tampon de COONS (1 ) , pu is  immergées dans une s o l u t i o n  

de 3,3' - d i  ami nobenzidine tét rahydrochl  o r i de  (DAB) , selon 1 a technique de 

GRAHAM e t  KARNOVSKY ( 1966) : 

- 50 mg de DAB sont dissous dans 100 ml de tampon TRIS 0,lM pH 

7,6 (2 )  e t  addit ionnés de 0,1 m l  d1H202 à 0,0039. . 
- c e t t e  s o l u t i o n  e s t  appliquée quelques minutes sur  l e s  coupes 

e t  1 ' appa r i t i on  du p r é c i p i t é  brun es t  contro lée au 

microscope. 

- l e s  coupes sont  déshydratées e t  montées a 1 'EUKITT en t re  

lame e t  lame1 le .  

(1  : Composition du tampon de COONS 0,lM pH 7,2 : 

. Véronal (d iéthy lmalonyl  urée) sodique 20,6 g 

. NaCl 85 g 

. HC1 normal 80,6 ml 

. H20 d i s t i l l é e  5 l i t r e s  

La s o l u t i o n  e s t  d i l u é e  de m o i t i é  au moment de 1 'emploi 

( 2 )  : Composition du tampon TRIS 0,lM pH 7,6 : 

. H20 d i s t i l l é e  1 l i t r e  

. TRIS (hydroxyméthyl ) aminométhane 12 g 

. HC1 normal 83 m l  

4 )  Co lora t ion  de l a  myél ine 

A des f i n s  de mise en évidence morphologique des faisceaux 

myél in isés,  cer ta ines  coupes à l a  pa ra f f i ne ,  obtenues à p a r t i r  de b locs  

d'hypothalamus f i x é s  au formol à 4%, on t  é t é  colorées au b l e u  lux01 s o l i d e  



selon l e  p ro toco le  suivant  : 

- déparaf f i nage ; 
- c o l o r a t i o n  dans une s o l u t i o n  de b l e u  lux01 à 0,1% dans 

1  ' a l coo l  à 95" a c é t i f i é ,  pendant 12 à 16 heures à 1  'é tuve à 

60°C ; 

- r inçage dans 1  'a lcoo l  à 70° ; 

- d i f f é r e n c i a t i o n  dans une s o l u t i o n  aqueuse de carbonate de 

l i t h i u m  à 0,05% ; 

- r inçage dans 1  'eau ; 

- cont re-co lo ra t ion  dans une s o l u t i o n  de rouge neutre à 1% 

dans 1  'eau pendant 2 mi nutes, p u i s  dans une s o l u t i o n  de 

c résy l  v i o l e t  à 1% dans l ' e a u  pendant 30 à 60 minutes ; 

- déshydratat ion 

- montage en t re  1  ame e t  lamel le.  

Cet te  c o l o r a t i o n  r ë v ë l e  en b leu  profond l e s  gaines de myéline, 

l e  cytoplasme en rouge e t  l e s  corps de N i  s s l  en v i o l e t .  



II - IMPLANTATION DE PEROXYDASE ET DE FLUOROCHROMES SOUS FORME CRISTALLINE ...................................................................................... ................................................................................ 

A - Anesthésie 

Pour 1  a  r é a l  i s a t i o n  des implantat ions de c r i s t a u x  de péroxydase 

dans l e  septum, l e s  Cobayes o n t  é t é  anesthésiés par une i n j e c t i o n  

i n t r a p é r i t o n é a l e  d'uréthane à r a i s o n  de 120 mg pour 100 g  de poids.  

L ' u t i l i s a t i o n  d'uréthane e s t  p ré férab le  à c e l l e  du mélange Uréthane- 

NEMBUTAL c a r  il a é t é  prouvé que l e s  barb i tu r iques  rédu isa ien t  

considérablement l e  t ranspor t  in t ra-axonal  de péroxydase (ROGERS e t  a l  ., 
1980) e t  qu'au c o n t r a i r e  1  ' a c t i v i t é  é l e c t r i q u e  des noyaux hypothalamiques 

é t a i t  peu i n f  1  uencée par  1  'Uréthane (CROSS e t  DYER, 1971). 

Pour 1  es implantat ions de f 1  uorochromes, 1  e  mélange Uréthane- 

NEMBUTAL a  é t é  u t i l i s é .  

B  - Fabr i ca t i on  e t  r e m ~ l i s s a a e  des m i c r o ~ i ~ e t t e s  

Des tubes de ve r re  de 2 mm de diamètre e x t é r i e u r  sont é t i r é s  

sur  1  cm à l ' a i d e  d'une é t i r euse  v e r t i c a l e  pour microélect rodes 

(NARISHIGE) . La p o i n t e  e s t  ensu i te  recassée sous loupe b i n o c u l a i r e  à 

1  ' a ide  d 'un  sca lpe l  pour ob ten i r  un diamètre de 100 pm. Au préa lab le  une 

t i g e  mé ta l l i que  de 100 )im de diamètre ( t i r e - n e r f  de d e n t i s t e )  a é t é  

i n t r o d u i t e  par  1  a  grosse ex t rémi té  de l a  micropipet te.  Sous 1  a  loupe 

b inocu la i re ,  1  a  p o s i t i o n  de l a  t i g e  métal1 ique e s t  soigneusement a jus tée  

de t e l l e  s o r t e  que son ex t rémi té  a r r i v e  t r è s  précisément à l a  po in te  de l a  

micropipet te.  Un fragment d ' é t i q u e t t e  DYMO e s t  c o l l é  sur  l a  t i g e  en place, 

pour é v i t e r  que c e l l e - c i  ne puisse f a i r e  sa i  1  l i e  hors de 1  a  po in te  de 1  a  

m ic rop ipe t te  l o r s  de 1  ' implantat ion ( F i g  10) .  



FIGURE 10 : D i s p o s i t i f  d ' i m p l a n t a t i o n  des c r i s t a u x  d e  
p é r o x  ydase.  

a )  R e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  d e  l a  m i c r o p i p e t t e  
e t  d u  d i s p o s i t i f  d ' é j e c t i o n  d e  l a  p é r o x y d a s e .  

b )  D é t a i l  d e  l ' e x t r é m i t é  d e  l a  m i c r o p i p e t t e .  

La tige métallique est ensuite retirée e t  les cristaux de 
péroxydase (BOEHRINGER Grade 1) ou de composés fluorescents : 4' ,6- 
di amidi no-2-phényl indol (DAPI ; SIGMA) ou propidium i odide ( P I  ; SIGMA) 

sont introduits sur une longueur de 150 à 200 ~ i m  en t apo tan t  dëlicatement 
1 a pointe de 1 a micropipette dans un  petit amas de produit. On scel le 
alors de manière étanche 1 'extrémité de la micropipette en lui faisant 
traverser une mince f eui 11 e de cire dentaire. 



C - In te rven t i on  stéréotax ique 

La m i  c rop ipe t te  contenant 1  e  t raceur  e s t  i nt rodu i  t e  par  

s té réo tax ie  dans l e  septum l a t é r a l  (SL), se lon l e s  coordonnées suivantes : 

- Antéro-postér ieure : + 12,3 mm 

- La té ra le  : 1,Zmm 

- Profondeur : 5 mm 

La t i g e  mé ta l l i que  de l a  mic rop ipe t te  e s t  u t i l i s é e  comme p i s t o n  

pour évacuer l e s  c r i s t a u x  de t raceu r  a i n s i  que l e  bouchon de c i r e  

denta i re.  La mic rop ipe t te  e s t  1  aissée en p lace 30 minutes. 

Dans l e  cas de 1  ' imp lan ta t ion  de péroxydase, l e  temps de s u r v i e  

a é t é  de 24 heures. Pour l e s  implantat ions de DAPI ,  ou de DAPI e t  de PI ,  

i 1 a  é t é  prolongé jusque 5  à 6 j ou rs .  

D - I n j e c t i o n  de Co lch ic ine  

Dans 1  es expériences comportant une dé tec t i on  

immunocytochimique des enképhalines, une i n j e c t i o n  de Colchic ine a  é t é  

u t i l i s é e  a f i n  de bloquer l e  t ranspor t  axonal du pept ide  e t  de provoquer 

son accumulation dans l e s  péricaryons (BARRY e t  a l . ,  1973). 

Cet te  i n j e c t i o n  (75 à 100 pg de Co lch ic ine  dans 50 p l  de NaCl 

9%,) e s t  r é a l  i sée à 1  ' a ide  d'une seringue HAMILTON placée ver t ica lement  

dans 1  'apparei 1  s té réotax i  que e t  i nt rodu i te  dans l e  v e n t r i c u l e  cérébra l  

1  a t é r a l  se l  on l es coordonnées su i  vantes : 

- Antéro-postér ieure : + 11,8 mm 

- La té ra le  : 1,7mm 

- Profondeur : 4,5 mm 

L'animal e s t  maintenu en v i e  de 24 à 48 heures à l a  s u i t e  de 

c e t t e  i n te rven t i on .  



E - Techniques h i  stologiques 

1 ) Techniques r e l a t i v e s  à 1 a m i  se en évidence de 1 a péroxydase 

a )  Per fus ion 

Après 24 heures, l e s  animaux, sous anesthésie profonde au 

NEMBUTAL, sont perfusés avec une s o l u t i o n  à 1,25% de glutaraldéhyde e t  1% 

de paraformaldéhyde dans du tampon phosphate 0,lM pH 7,4 fraîchement 

préparé , pu-is par  500 m l  d'une s o l u t i o n  de saccharose à 10% dans l e  

tampon phosphate. 

b Cryoprotect ion 

Après d issec t ion ,  l e  cerveau e s t  1 aissé pendant 3 à 4 

j o u r s  dans une s o l u t i o n  de saccharose à 10% dans l e  tampon phosphate 0,lM 

jusqu 'à  confec t ion  des coupes. 

c )  Obtent ion des coupes - 
E l  l e s  sont réa l i sées  à 1 ' a ide  du microtome à congélat ion. 

Les coupes de 100 pm sont sér iées e t  récupérées dans l e  tampon phosphate 

0,lM. 

d )  Réaction h i  stochimique 

Suivant l a  technique de MESULAM (1 978), l e s  coupes sont  

incubées sous a g i t a t i o n  pendant 15 minutes dans une s o l u t i o n  contenant : 

- 80 mg de n i t r o p r u s s i a t e  de sodium ; 

- 5 m l  de tampon acétate pH 3,3 (1 ) ;  

- 92,5 m l  d'eau d i s t i l l é e  ; 

- 5 mg de 3,3' ,5,5'-tëtraméthyl benzidine (TMB) dissous à 

40°C dans 2,5 m l  d ' a l coo l  absolu. 

(1 )  : Composition du tampon acétate pH 3,3 

. H20 d i s t i l l é e  180 m l  

. acétate de sodium 2,72 g 

. HC1 1M 19 m l  

Toujours sous ag i ta t i on ,  1 es coupes sont 1 a i  ssées encore 

15 minutes dans l a  même s o l u t i o n  à l a q u e l l e  on a a jou té  2 m l  d1H202 à 

0,3%. 



L '  étape de s tab i  1 i s a t i o n  du p r o d u i t  de r é a c t i o n  préconisée 

par  MESULAM (1978) e s t  supprimée en accord avec MESULAM e t  a l .  (1980). Les 

coupes sont donc ensu i te  r incées 6 f o i s  dans l e  tampon acétate p u i s  

disposées sur lames gé la t inées  e t  séchées. 

La c o l o r a t i o n  e s t  ef fectuée dans une s o l u t i o n  de rouge 

neut re  à 1% dans l e  tampon acétate pendant 2 minutes, pu is  l e s  lames sont  

déshydratées t r è s  rapidement, passées dans l e  to luëne e t  e n f i n  montées à 

1 'EUKITT. Le chromogène u t i l i s é  (TMB) donne avec l a  péroxydase, en 

présence d'eau oxygénée, un p rodu i t  de r é a c t i o n  b leu -no i r  fac i lement  

i dent i  f i able au microscope optique. 

2 ) Techniques r e l a t i v e s  à 1 a m i  se en évidence des f 1 uorochromes 

a - Transport rét rograde 

* - f i x a t i o n  par  perfusion, c ryopro tec t ion  

Dans 1 e cas où l e  marquage des corps ce1 l u l a i r e s  pa r  

t ranspor t  ré t rograde ne d o i t  pas ê t r e  associé à une dé tec t i on  

i mmunocytochimique des enképhalines, 1 es cerveaux ayant reçu des 

app l i ca t i ons  de f l  uorochromes DAPI e t /ou  P I ,  sont f i x é s  p a r  pe r fus ion  

in t racard iaque de 500 m l  de s o l u t i o n  de formol à 4% dans du tampon 

phosphate 0,l M. Les cerveaux, après d issect ion,  sont 1 aissés une n u i t  dans 

1 e tampon phosphate contenant 10% de saccharose, à 4°C. 

* - obtent ion  des coupes : 

Des coupes f ron ta les  du septum e t  de 1 'hypothalamus (30 à 

50 F m  d 'épaisseur)  sont réa l i sées  au microtome à congélat ion, montées s u r  

1 ame dans 1 a g é l a t i n e  0,5%, séchées à température ambiante, déshydratées 

dans des bains d 'a l coo l  de degrés cro issants,  é c l a i r c i e s  dans un ba in  de 

to luène e t  placées sous 1 amelle dans du DePeX (GURR). 

b - Coup1 age t ranspor t  rétrograde-immunocytochimie 

* - f i x a t i o n  par  perfusion, c ryopro tec t ion  

Lorsque l e  t ranspor t  ré t rograde de DAPI d o i t  ê t r e  associé 

à une dé tec t i on  immunocytochimique des enképhalines, l e s  cerveaux son t  

f i x é s  par  per fus ion  in t racard iaque de 500 m l  de s o l u t i o n  de PAF 

fraîchement préparée. Les cerveaux sont ensu i te  plongés, aprës d issect ion,  

dans l e  même f i x a t e u r  pendant 1 heure, p u i s  1 a i  ssés 1 n u i t  dans l e  tampon 

phosphate contenant 1û% de saccharose, à 4°C. 



* - obtent ion  des coupes : 

Les b locs  de t i s s u  contenant l 'hypothalamus sont congelés 

dans 1 'azote l i q u i d e  p u i s  coupés au c r y o s t a t  (coupes de 25 Pm 

d 'épaisseur).  Ces coupes sont montées sur 1 ame gé la t i née  e t ,  après 

séchage, examinées au microscope à f 1 uorescence. Ce1 1 es q u i  cont iennent 

des neurones marqués par  l e  DAPI  sont a l o r s  rapidement t r a i t é e s  pa r  l a  

technique immunocytochimique. 

c - Immunocytochimie 

Les sect ions sont  incubées avec l e s  antisérums a n t i -  

enképhalines à une d i l u t i o n  de 1/500 dans du tampon de COONS (pH 7,5) 

pendant 15 heures à 4°C. Après rinçage, l e s  coupes sont incubées avec l e s  

Immunoglobul i nes ( IgG) de Mouton a n t i  -Lapi n conjuguées à 1 ' i sothiocyanate 

de f 1 uorescéïne (FITC) ( I n s t i t u t  Pasteur Production, d i l u t i o n  1/60) 

pendant 45 minutes. Les coupes sont  f inalement montées dans 1 a g l ycé r ine  

tamponnée (g l ycé ro l  tamponné à 10% par  du tampon de COONS) . 

d - Observation microscopique 

Les préparat ions sont examinées au microscope LEITZ - 
ORTHOPLAN équipé d 'un i 1 lumi nateur de f 1 uorescence en 1 umière r é f l é c h i e  

PLOEMOPAK (source de lumière d ' e x c i t a t i o n  : 1 ampe au Xénon). Le d i s p o s i t i f  

accepte simultanément jusqu 'à  4 b locs de f i l t r e s ,  ce q u i  permet de 

r é a l i s e r  1 a f 1 uorescence selon d i f f é r e n t e s  1 ongueurs d'onde pour une même 

préparat ion.  



III - INJECTIONS IONTOPHORETIgUES DE PEROXYDASE ............................. ----------------- ......................................... 

A - Fabr i ca t i on  e t  remplissage des micropipet tes 

Les micropipet tes destinées aux i n j e c t i o n s  iontophorét iques de 

péroxydase sont réa l i sées  à p a r t i r  de tubes de ve r re  de type "Omega Dot", 

de diamètre e x t é r i e u r  2 mm, contenant une f i b r e  de verre pour f a c i l i t e r  

1 e remplissage, é t i r é s  à 1 'a ide  de 1 ' é t i r euse  v e r t i c a l e  NARISHIGE. Les 

po in tes  des micropi  pe t tes  sont recassées sous microscope (CARETTE, 1978) 

pour ob ten i r  un diamètre de 4 pm environ. E l  l e s  sont ensu i te  rempl ies 

d 'une s o l u t i o n  de péroxydase à 20% à l ' a i d e  d'une seringue HAMILTON. Les 

25 p l  de sol  u t i o n  de péroxydase employés (BOEHRINGER , Grade 1) sont  

préparés à p a r t i r  d 'un  tampon TRIS 0,05M contenant 0,2M de KC1 (AMTHOR, 

1 984) . 

B - Repérage é lect rophysio logique e t  i n j e c t i o n s  de péroxydase 

1 ) Enreai strement é l  e c t r o ~ h v s i o l o a i a u e  

L'animal anesthésié â 1 'Uréthane (120 mg pour 100 g de po ids )  

par  vo ie  i n t r a p é r i  tonëale e s t  p lacé  dans 1 'apparei 1 stéréotaxique. La 

s t i m u l a t i o n  e s t  obtenue à p a r t i r  d'une é lec t rode concentr ique b i p o l a i r e  

i nsérée ver t ica lement  se l  on 1 es coordonnées s u i  vantes : 

- Antéro-postér ieure : + 12,3 mm 

- La té ra le  : 1,2mm 

- Profondeur : 5 mm 1 
Des impulsions de 0,5 ms à 1 Hz sont dé l i v rées  par  un 

s t imu la teur  i s o l é  (DEVICES). L 'enregi  strement ex t race l  lu1 a i r e  (NEUROLOG) 

des neurones du NMD e s t  ef fectué à p a r t i r  des micropipet tes contenant l a  



péroxydase dont 1 a f a b r i c a t i o n  e s t  déc r i  t e  dans l e  paragraphe précédent. 

I L '  i d e n t i f i c a t i o n  des neurones du NMD en réponse aux chocs 

l appliqués au SL e s t  basée sur  l e s  c r i t è r e s  de 1 ' a c t i v a t i o n  antidromique : 

1 atence stable,  réponse à haute fréquence, t e s t  de c o l l i s i o n  (FULLER e t  

SCHLAG, 1976) 1 orsque 1 es neurones déchargent de manière spontanée 

(F ig .  11) .  

10 ms 

FIGURE 11 : T e s t  d e  c o l l i s i o n  

Le t e s t  d e  c o l l i s i o n  e s t  a p p l i q u é  aux neu rones  du noyau 
r a g n o c e l l u l a i r e  d o r s a l  s t i r u l é s  à p a r t i r  du septum 
l a t e r a l .  

a )  Mesure d e  l a  p é r i o d e  r é f r a c t a i r e  a b s o l u e  p a r  
deux chocs  ( f l è c h e s )  s é p a r é s  d e  1.6 e t  1 , 7  ms e t  
a p p l i q u e s  a p r è s  un p o t e n t i e l  d ' a c t i o n  spon tané  ( a ) .  

b )  Blocage d e  l a  r éponse  an t id romique  ( o b s e r v é e  
s u r  l e  t r a c é  du b a s  B d r o i t e )  p a r  c o l l i s i o n  l o r s q u e  l e  
choc e s t  a p p l i q u e  2 1  ms a p r è s  un p o t e n t i e l  s p o n t a n é  
( t r a c é  du h a u t ) .  

La v a l e u r  mesurée  d e  l ' i n t e r v a l l e  d e  c o l l i s i o n  c o r r e s p o n d  
b i e n  à l a  v a l e u r  c a l c u l é e  du même i n t e r v a l l e  ( c ' e s t - à - d i r e  
l a t e n c e  d e  l a  r é p o n s e  a n t i d r o i i q u e  20 ms + p é r i o d e  
r é f r a c t a i r e  a b s o l u e  1 , 7  n s ) .  



2 I n j e c t i o n  de péroxydase 

Après i d e n t i f i c a t i o n  antidromique de p lus ieu rs  neurones 

proches, ce qu i  ind ique avec c e r t i t u d e  l a  s i t u a t i o n  de l a  m ic rop ipe t te  

dans l e  NMD, 1 a péroxydase e s t  expulsée p a r  un courant cont inu  p o s i t i f  de 

500 nA appl iqué pendant 5 minutes (MEDICAL SYSTEM CORPORATION). 

L'animal e s t  ensu i te  t rans fé ré  dans une cage de r é v e i l  e t  

maintenu en v i e  pendant 24 heures . 

C - Obtent ion des coupes e t  techniques h is to log iques 

Après une perfusion e t  une f i x a t i o n  du cerveau, 1 'ensemble de 

1 'encéphale e s t  déb i té  en coupes sériées q u i  sont t r a i t é e s  par  l a  méthode 

de r é v é l a t i o n  à l a  TMB (c f  pp 42 e t  43).  Les coupes sont  ensu i te  montées à 

1'EUKITT e t  observées au microscope opt ique. 



I V  - INJECTIONS INTRAVEINEUSES DE PEROXYDASE ..................................... ........................ 

A - Technique d ' i n j e c t i o n  

Les i n j e c t i o n s  on t  é t é  réa l i sées  sur des animaux de 145 à 1779. 

Sous anesthésie à 1 'éther,  l e s  animaux sont  placés en décubitus dorsal  e t  

1 a peau e s t  i nc i sée  longitudinalement au m i l i e u  du cou. Une rap ide  

d i s s e c t i o n  f a i t  appara i t re  l e s  veines j ugu la i res  dont l e  t r a j e t  e s t  

p a r t i e l  lement masqué par  1 es glandes parot ides.  

L ' i n j e c t i o n  de péroxydase (BOEHRINGER, Grade Il, à ra i son  de 50 

ou 100 p g  dissous dans 0,5 m l  de s o l u t i o n  de NaCl à 0,9%, e s t  opérée à 

1 ' a ide  d'une a i g u i l  l e  de 0,45 mm de diamètre, i n t r o d u i t e  dans 1 'une des 

veines. L'hémostase se f a i t  l o r s  du r e t r a i t  de 1 ' a i g u i l l e  grâce à un 

tampon de COALGAN appl iqué quelques i n s t a n t s  sur l a  veine. 

Le temps de su rv ie  après c e t t e  i n te rven t i on  e s t  de 24 à 31 

heures. 

B - Techniaues h is to loa iaues 

La per fus ion  e t  l a  f i x a t i o n  du cerveau, a i n s i  que l e  t ra i tement  

des coupes d'hypothalamus pour révé le r  l a  péroxydase par  1 a méthode à 1 a 

TM9 sont  ident iques à ce qu i  a é t é  d é c r i t  précédemnent pages 42 e t  43. 



TROISIEME PARTIE 

TECHNIQUES D'ETUDES NEUROANATOMIQUES " I N  VITRO" 



1 - MATERIEL ---------- ----------- 

Pour les  études "in vitro" sur tranche d'hypothalamus, nous 
avons u t i l i s é  l e  système développé par POULAIN à par t i r  d'une chambre de 
survie (Fig. 1 2  ) réalisée selon l e  modèle décri t  par SCHWARTZKROIN 
(1975). Ce système permet u n  accés direct  aux structures nerveuses, que ce 
s o i t  pour des études électrophysiol ogiques (POULAIN e t  CARETTE, 1986, 
1987) ou morphologiques (MITCHELL e t  a l . ,  1988). 

A - Confection des tranches d'hypothalamus 

Pour 1 'obtention des tranches, 1 'animal e s t  décapité e t  1 a 
boîte crânienne rapidement ouverte af in  d 'extraire  l e  cerveau dans son 
ent ie r .  Celui-ci e s t  immergé quelques secondes dans l e  milieu de survie 
refroidi à 6-10°C. Un para1 lélépipëde d'environ 10 mm x 10 mm x 4 mm 
contenant 1 'hypothalamus e s t  prélevé dans l e  cerveau. Ce bloc 
d 'hypothalamus e s t  a lors  col lé  sur l e  support d ' u n  VIBROSLICE (CAMPDEN) 

par une goutte de cyanoacri la te .  Les tranches frontales d'hypothalamus 
d'une épaisseur de 400 pm sont réalisées dans l e  milieu de survie 
refroidi.  El les sont récupérées au pinceau e t  immergées quelques minutes 
dans l e  milieu de survie à température du  laboratoire. El les sont 
finalement transférées dans l a  chambre de survie. Sept à 10 minutes sont 
nécessaires depuis l e  moment du sacr if ice  jusqu'à 1 a mise en place des 
tranches ( 3  en général) dans l a  chambre de survie 



FIGURE 12 

Chambre de s u r v i e  dest inée à main ten i r  l e s  tranches de cerveau " i n  

v i  t r ou .  

a )  Vue d'ensemble du d i s p o s i t i f  : 

Le d i s p o s i t i f  se compose de 2 p a r t i e s  d i s t i n c t e s  : 

- une p a r t i e  i n f é r i e u r e  : rempl ie d'eau d i s t i l l é e  chauffée à 

36°C q u i  s e r v i r a  à réchauf fe r  e t  hydra ter  l e  gaz qu i  y e s t  

i n t r o d u i t .  Le gaz a r r i v e  pa r  l e s  évents sur  l a  p a r t i e  

supérieure de 1 a tranche. Le 1 i qu ide  de per fus ion  c i r c u l e  

dans un serpent in  e t  e s t  réchauf fé  par  1 'eau à 36°C. 

- une p a r t i e  supérieure où sont placées 1 es tranches. 

Les tranches sont déposées su r  un f i  l e t  ny lon  recouver t  

d ' un  morceau de pap ier  f i l t r e .  E l  l e s  sont imbibées par  en 

dessous par l e  l i q u i d e  de per fus ion  réchauffé. E l  l e s  sont 

oxygénées e t  hydratées par l e  gaz. Le 1 i qu ide  de per fus ion,  

après avo i r  t raversé  l e s  tranches, e s t  asp i ré  e t  r e j e t é .  

1 )  D i s p o s i t i f  d ' a s p i r a t i o n  par l e  v ide  du t r o p  p l e i n  de 

1 i q u i  de de pe r fus ion  

2)  P a r t i e  supérieure de l a  chambre de s u r v i e  

3)  Rési stance chauf fante 

4) A r r i vée  du l i q u i d e  de per fus ion 

5 )  Oxygénation du 1 i q u i d e  de per fus ion 

b )  Vue de l a  p a r t i e  supérieure de l a  chambre de su rv ie  : 

1) D i s p o s i t i f  d ' a s p i r a t i o n  

2 )  Tranches de cerveau 

3 )  Support de ny lon  recouver t  de papier  f i l t r e  

4 )  Piège à b u l l e s  





B - Survie des tranches 

Dans 1  a  chambre de survie, l e s  tranches sont dél icatement 

déposées sur  un c a r r é  de pap ier  f i l t r e  reposant sur  un f i l e t  de nylon. Les 

tranches sont maintenues en i n t e r f a c e  ent re  l e  m i  l i e u  de s u r v i e  c i r c u l a n t  

con t re  l e u r  face in fé r ieu re  e t  un mélange gazeux (95% Oz, 5% CO2) d i r i g é  
vers  l e u r  face  supérieure. Lemélange gazeuxest  humid i f i é  e t  réchauf fé 

dans 1  a  p a r t i e  i n f é r i e u r e  de l a  chambre rempl ie d'eau d i s t i l l é e  maintenue 
à 36°C (Fig.  12a). Son d é b i t  e s t  r é g l é  de t e l l e  s o r t e  qu'une buée modérée 

se dépose sur  l e s  pa ro i s  autour des tranches. Le m i l i e u  de su rv ie  e s t  

constamnent oxygéné. Il e s t  amené au contact  des tranches pa r  une pompe 
p é r i s t a l t i q u e  dont  l e  d é b i t  e s t  r é g l é  à 2  ml/min. 

La composition du m i l i e u  de su rv ie  e s t  1  a  suivante (YAMAMOTO, 
1973) : 

-CaC12 (2H20)  2,4 mM 

- Mg S04 (7 H20) 1.3 mM 

- Glucose 10 mM 



II - INJECTIONS IONTOPHORETIQ!.JES DE PEROXYDASE ........................ ----------------- ......................................... 

A - Fabr i ca t i on  e t  remplissage des mic rop ipe t tes  

Les mic rop ipe t tes  sont  fabriquées e t  rempl ies de l a  même 

manière que pour 1  es i n j e c t i o n s  iontophorét iques réa l i sées  " i n  v i vo "  ( c f  

page 45).  

B - I n j e c t i o n  de ~éroxvdase 

Après un temps d ' incubat ion  dans 1  a  chambre de s u r v i e  de 1 à 3 
heures, c e  qu i  permet d ' o b t e n i r  une c e r t a i n e  "transparence" de l a  t ranche 

e t  donc une bonne v i s u a l i s a t i o n  des s t ruc tures ,  l e  NMD e s t  repéré à 1  ' a ide  

de l a  1  oupe b inocu la i re .  

La mic rop ipe t te  rempl ie de péroxydase e s t  r e l i é e  à une source 

de courant permettant l ' i on tophorèse (MEDICAL SYSTEM CORPORATION) e t  

approchée du noyau grâce à un micromanipulateur NARISHIGE. E l l e  e s t  

ensu i te  enfoncée de 200 )im env i ron  dans l a  tranche. La péroxydase e s t  

a l o r s  é jec tee  en u t i l i s a n t  des courants p o s i t i f s  de 100 à 500 nA pendant 3 

à 10 minutes. Une f o i s  c e t t e  i n j e c t i o n  de péroxydase réa l i sée ,  l e  c i r c u i t  

é l e c t r i q u e  e s t  ouver t  e t  l a  m ic rop ipe t te  r e s s o r t i e  de l a  t ranche en 

u t i l i s a n t  l e  micromanipulateur. La tranche e s t  maintenue en su rv ie  pendant 

5  heures. 

C - Techniaues h i  s to loaiaues 

Les tranches sont r e t i r é e s  de l a  chambre de s u r v i e  sur  l e  

pap ier  f i l t r e  qu i  l e s  supporte. L'ensemble e s t  immergé dans l e  f i x a t e u r  

( i aen t i que  à c e l u i  d é c r i t  page 42) pendant une à deux heures, puis  dans l e  



tampon phosphate 0,lM contenant 1û% de saccharose où i 1 séjourne une n u i t  

à 4°C. 

Les tranches sont  a lo rs  recoupées transversalement au microtome 

à congélation. Pour ce f a i r e  un p e t i t  support de TISSUE TEK es t  r é a l i s é  

su r  l a  p l a t i n e  r e f r o i d i e  du microtome p u i s  sect ionné avec l e  r a s o i r  a f i n  

o b t e n i r  une surface p lane e t  hor izonta le  sur l a q u e l l e  1 a tranche e s t  

déposée, papier  fi 1 t r e  cont re  l e  support. La congélat ion de 1 a tranche e s t  

t r è s  rap ide e t  des coupes transversales de 50 ym sont effectuées e t  

récupérées dans 1 e tampon phosphate 0,l M. La procédure u t i  1 isée ensui t e  

pour révé le r  l a  péroxydase es t  c e l l e  dé jà  d é c r i t e  page 42. 



III - INJECTIONS INTRACELLULAIRES DE LUCIFER YELLOW .......................................................... ................................................. 

A - Fabr i ca t i on  e t  remplissage des microélectrodes 

Les microélectrodes dest inées aux i n j e c t i o n s  i n t r a c e l l u l a i r e s  

sont  réa l i sées  à p a r t i r  de tubes de v e r r e  de type "Omega Dot" de diamètre 

e x t e r i e u r  1 mm, é t i r é s  à 1 'a ide  d'une é t i r euse  CAMPDEN. El  l e s  sont 

immédiatement rempl ies d'une s o l u t i o n  de LUCIFER YELLOW CH (LY ; FLUKA) à 

5% dans du ch1 orure  de 1 i t h ium 0,25M à 1 'a ide  d'une seringue HAMILTON. 

E l  l e s  sont ensui t e  biseautées (AMTHOR, 1984) pour r é d u i r e  1 eur 

rés i s tance  jusqu 'à  une valeur  de 90 à 120 ML?. 

B - I n j e c t i o n  de LUCIFER YELLOW 

Les i n j e c t i o n s  i n t r a c e l  l u l a i r e s  on t  é t é  réa l i sées  " i n  v i t r o "  

sur  tranches f r o n t a l e s  d'hypothalamus contenant l e  NMD. 

Les microélectrodes rempl ies de LY sont guidées sous c o n t r ô l e  

v i s u e l  dans l e  NMD. E l l e s  sont  ensu i te  descendues par  pas successifs de 2 

pm à 1 ' a ide  d 'un  NANOSTEPPER. Les neurones empalés p a r  1 es microélectrodes 

doivent ,  pour ê t r e  i n jec tés ,  présenter un p o t e n t i e l  de repos suff isamnent 

bas (<-50 mV) e t  constant, une rés i s tance  membranaire b ien  développée e t  

des p o t e n t i e l s  d ' a c t i o n  f i n s  e t  de f o r t e  amplitude. 

Aprés quelques minutes d'enregistrement i n t r a c e l l u l a i r e  s t a b l e  

(NEUROLOG), l e  LY e s t  expulsé par  un courant négat i f .  En r è g l e  générale, 

l e  courant u t i l i s é  e s t  poussé jusqu'à 1 ou 1,5 nA, se lon l e s  p o s s i b i l i t é s  

de passage de courant o f f e r t e s  par  1 a microélectrode, e t  appl iqué l e  p l u s  

longtemps poss ib le  : de quelques minutes à 20 minutes. L 'expu ls ion  du 

LY e s t  interrompue au moment où l a  dégradation de 1 'empalement e s t  

s igna lée  par  une mod i f i ca t i on  des paramètres de départ. 



Aprés 1 ' i n j e c t i o n ,  1 a microélect rode e s t  remontée e t  1 a tranche 

l a i s s é e  en p lace une heure envi ron avant d ' ê t r e  immergée dans l e  f i x a t e u r  

composé de formol du commerce à 4% dans un tampon phosphate 0,lM. 

C - Techniques h i  stologiques 

A f i n  d ' é v i t e r  une f o r t e  d iminut ion  de t a i l  l e  des neurones 

i n j e c t é s  au CY au cours de l a  déshydratat ion de 1 a tranche (GRACE e t  

LLINAS, 1985), un agent é c l a i r c i s s a n t  m isc ib le  à 1 a f o i s  avec l e s  m i l i e u x  

aqueux e t  organiques a é t é  c h o i s i .  Après f i x a t i o n ,  l e s  tranches sont donc 

t rans f  érées directement dans l e  diméthyl s u l f  oxyde (DMSO ; SIGMA) où e l  l e s  

séjournent de 15 à 20 minutes. Après éclaircissement,  e l l e s  sont montées 

e n t r e  1 ame e t  lame1 l e  dans l e  même produ i t .  Les 1 amel l es  sont lu tées  à l a  

para f f ine .  

Les c e l l u l e s  i n j e c t é e s  sont observées au microscope de 

fluorescence équipé du b loc  de f i l t r e s  pour lumière r é f l é c h i e  E3. E l l e s  

sont  dessinées e t  photographiées (EKTAKROME 800/1600, t ra i tement  poussé, 

ILFORD HP5). 





P R E M I E R E  P A R T I E  

ETUDE MORPHOLOGIQUE DES 

NEURONES DU 

NOYAU MAGNOCELLULAI  R E  DORSAL 



Dans l e  b u t  de d é t a i l l e r  l a  morphologie des neurones 

cons t i t uan t  t e  noyau magnocel l u1  a i r e  dorsal  (NMD) , t a n t  au niveau des 

pér icaryons que des arbor isa t ions  dendr i t iques ou des d i r e c t i o n s  

axoniques, nous avons u t i l  i s é  1 a technique d' imprégnation argent ique de 

GOLGI modi f iée a i n s i  que 1 a technique d ' i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  du 

composé f luorescent  LUCIFER YELLOW (LY) . Les r é s u l t a t s  obtenus à 1 ' a i de  de 

ces deux techniques seront  exposés successivement. 



1 - MORPHOLOGIE DES NEURONES DU NOYAU MAGNOCELLULAIRE DORSAL MIS EN ....................................................................... .............................................. ---- 
EVIDENCE PAR LA TECHNIQUE DE GOLGI MODIFIEE ...................... ------------------- .................................. 

Notre étude a po r té  sur  7 animaux. Une observat ion préa lab le  au 

microscope opt ique (qu i  ne sera pas rapportée dans ce t r a v a i l )  a permis de 

consta ter  une ce r ta ine  hétérogénéïté ce1 l u l a i r e  dans l e  NMD (Fig. 13) .  

Cet te  hétérogénéïté n ' é t a i t  pas surprenante dans 1 ' hypothalamus, où 1 es 

"noyaux" d é c r i t s  de manière anatomique sont en r é a l i t é  const i tués d ' un 

grand nombre de types c e l l u l a i r e s .  Toutefois, dans l e  cas du NMD, c e t t e  

hétérogénéïté a u r a i t  pu sembler improbable à première vue, s i  1 'on 

considère ce  noyau comme é tan t  const i tué  chez l e  Cobaye d'une populat ion 

homogène de neurones enképhal inergiques. 

L ' e x i  stence de p lus ieu rs  types de c e l l u l e s  présentant un aspect 

d i f f é ren t  au se in  du NMD nous a condui t  à e f fec tue r  une étude s t a t i s t i q u e  

d e s c r i p t i v e  mu l t i va r iab le  des composants de ce noyau. La d i f f i c u l t é  à 

reprodu i re  de manière parfai tement ident ique tous 1 es paramètres de 

1 ' imprégnation argentique d 'un animal à 1 ' au t re  entraîne de grandes 

v a r i a t i o n s  dans 1 a q u a l i t é  des r é s u l t a t s  obtenus. Nous avons donc 

dé1 ibérement c h o i s i  d 'e f fec tue r  1 es mesures e t  comptages ce1 l u l a i r e s  sur 
un seul animal, 1 equel p résen ta i t  1 a mei 1 l eu re  qua1 i t é  d '  imprégnation e t  

1 e p lus  grand nombre de ce1 l u l e s  imprégnées dans 1 a rég ion  du NMD. A 

p a r t i r  de c e t  animal, 1 'étude s t a t i s t i q u e  a p o r t é  sur  213 neurones. E l  l e  a 

permis d ' a b o u t i r  à 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  de 4 types c e l l u l a i r e s  d i f f é r a n t  p a r  

1 a forme de l e u r  péricaryon, a i n s i  que par  1 'abondance e t  l e s  

rami f ica t ions  de 1 eurs dendri tes. Ces r é s u l t a t s  seront  présentés dans un 

1 er chap i t re .  



FIGURE 13 

Microphotographie à f a i b l e  grossissement d'une demi coupe f r o n t a l e  

d i  hypothalamus imprégnée par 1 a méthode de GOLGI modif iée.  

Barre de c a l i b r a t i o n  : 250 pm 





La méthode d'imprégnation u t i l i s é e  n ' a  pas tou jours  permis 

d ' o b t e n i r  une bonne imprégnation de 1 'axone. Lors  de not re  étude, 

seulement 47% des neurones imprégnés dans l a  rég ion du NMD o n t  présenté un 

axone i d e n t i f i a b l e .  C'est  donc à p a r t i r  de ces neurones q u ' i l  a é t é  

poss ib le  d 'é tud ie r  1 a p o s i t i o n  du cône d'émergence de 1 'axone, a i n s i  que 

de déterminer l a  d i r e c t i o n  p r i s e  par c e l u i - c i .  Pour des ra isons 

mathématiques, l e  f a i b l e  e f f e c t i f  de corps c e l l u l a i r e s  présentant un axone 

v i s i b l e  nous a empêché d ' i n t é g r e r  ces données à 1 'étude s t a t i s t i q u e  

mu1 t i v a r i a b l e .  Dans un 2e chapitre, nous présenterons 1 es données 

r e l a t i v e s  à 1 'aspect de 1 'axone, à son s i t e  d'émergence e t  à son 

or ien ta t ion ,  en fonc t ion  des types ce1 1 u l  a i r e s  précédemment i d e n t i f i é s .  

A - Analyse morphométrique des péricaryons e t  des prolongements 

dendri  t iques 

L ' ensemble des mesures effectuées sur 1 es dessins des neurones 

r é a l i s é s  à l a  chambre c l a i r e  nous a f o u r n i  un ensemble de données 

cons t i t uan t  un tableau b r u t  de format 213 l i g n e s  x 30 colonnes. Les 213 

1 ignes correspondent aux 213 ce1 lu1 es p a r t i c i p a n t  à 1 'analyse e t  l e s  30 

colonnes aux 30 var iab les  mesurées sur chaque c e l l u l e  ( c f .  p 14 à 17) .  

1 ) Obtent ion du tableau de données d é f i n i t i f  

a - T r i  des v a r i  ables -- 
L'observat ion i n i t i a l e  du tableau de données nous a o b l i g é  

à e f fec tuer  une première sé lec t i on  à 1 ' i n t é r i e u r  des paramètres b r u t s  ( c f  

p 14 à 17).  En effet,  l e  p r i n c i p e  de 1 'Analyse en Composantes P r inc ipa les  

(A. C.P. que nous employons ne permet pas l e  t ra i tement  de tableaux 

renfermant un grand nombre de valeurs nu l les .  De p lus,  l e  l o g i c i e l  que 

nous u t i l i s o n s  (STAT-ITCF; SESI-ITCF, 1987) ne peut  pas t r a i t e r  des 

t ab1 eaux présentant des valeurs manquantes. En f in  1 e nombre de t roncs  

dendri  t iques pr inc ipaux e t  l e  nombre de segments dendr i t iques de le' ord re  

é t a n t  ident iques dans 98% des cas, l a  va r iab le  SE1 a é t é  él iminée. A i n s i  

nous avons donc dû, sur l e s  30 paramètres mesurés in i t ia lement ,  en 

é l i m i n e r  19. Paramètres é l iminés : SEI, SE3, SE4, SE5, SE6, SE7, DE3, DE4, 

DE5, AN3, AN4, AN5, TOI, T02, T03, T04, T05, AXO e t  AXT. Pour ne pas 



perdre 1 'ensemble de ces informations, nous avons créé, à p a r t i r  de ces 19 

paramètres él iminés, 7 nouveaux paramètres synthétiques. 

7 
SN = L: SNi 

i =l 

5 
LTD, L: DEi 

i =l 

5 
ANT= E ANi 

i=l 

X XX DIA=- 
Y Y Y  

LON RAP=- 
LAR 

5 
SUR= X 'Oen . DEi. ANi 

i=1 3 6 0  

SUF= 10.7t. X X X .  Y Y Y  

L'étude des co r ré la t i ons  po r te ra  donc sur un tableau de 18 

va r iab les  (1 1 paramètres mesurés e t  7 paramètres synthét iques) pour 213 

observations. 

b - Etude des c o r r é l a t i o n s  en t re  var iab les  -- - 
Une première étude des c o r r é l a t i o n s  (Fig.  14a) en t re  l e s  

18 var iab les  retenues nous a amené à 1 a const ruc t ion  d'un diagramme de 

BONNET (BONNET, 1964) (F ig .  14b). 

Ce diagramme permet de met t re  en évidence une t r è s  f o r t e  

c o r r é l a t i o n  d'une p a r t  e n t r e  l e  nombre t o t a l  de segments dendr i t iques (SN) 

e t  l e  nombre t o t a l  de terminaisons dendr i t iques observées (TER) e t  d ' a u t r e  

p a r t  e n t r e  l a  longueur du corps c e l l u l a i r e  (LON) e t  l e  rappor t  longueur 

s u r  1 argeur du corps ce1 l u 1  a i r e  (RAP). 11 f a u t  de p lus  remarquer un noyau 

d ' a f f i n i t é  de v a r i  ables i ntercorré lées q u i  apportent donc une in format ion  

redondante e t  qu i ,  pour c e t t e  ra ison,  seront  éliminées. Les var iab les  que 

nous conserveront pour effectuer no t re  A.C.P. seront  donc : 

LON = p lus  grande longueur du corps c e l l u l a i r e  

LAR = p l u s  grande 1 argeur du corps c e l l u l a i r e ,  

perpendicul a i r e  à 1 a 1 ongueur d é f i  n i e  précédemment 



FIGURE 14 

Etude des 18 variables correspondant aux paramètres mesurés e t  aux 
paramètres synthétiques : 

a )  Matrice des corrélations entre  les  18 variables retenues. 

b )  Diagramme de BONNET mettant en évidence l e s  noyaux d 'a f f in i té  
entre  1 es 18 variables : 

: Corrélations supérieures à 0,9 
: Corrélations comprises entre 0,8 e t  0,9 
: Corrélations comprises entre 0,7 e t  0,8. 



Loa LAI D P ~  SBJ SI TSI D B ~  DBZ 111 1 1  NIT LTD SUI su1 xxx IPI IAP DIA 
LOI 1.000 
11 0.175 1.000 
DPI -0.011 0.334 1.000 
SE1 0.111 0.341 0.371 1.000 
SE 0.471 0.117 0.110 0.611 1.000 

TRI 0.417 0.340 0,111 0.616 0.990 1.000 
DE1 0.150 0.131 0.065 0.143 0.109 0.161 1.000 
DBJ 0.430 0.111 0.111 0.415 0.511 0.309 0.616 1.000 
111 0.111 0.011 -0.116 0.117 0.171 0.141 0.101 -0.016 1.000 
A11 0.090 0.019 0.011 0.176 0.391 0.310 0.117 OiJ65-0.003 1.000 
A R  0.151 0.191 0.110 0.616 0.536 0.516 0.111 0.159 0.555 0.734 1.000 
190 0.417 0.117 G117 0.416 0.519 0.513 O.i9& 0.469 0.011 0.197 0.171 1.000 
SUI 0.343 0.161 0.010 0.416 0.616 0.513 0.700 0.537 0.619 0.111 0.711 0.671 1.000 
S U I .  0.391 0.167 0.091 0.119 0.556 0.516 0.110 0.761 0.105 0.191 0.169 0.156 0.719 1.000 
XXX 0.159 0.149 0.071 0.151 0.399 0.311 0.731 0.611 0.111 0.114 0.171 0.757 0.547 0.745 1.000 
111 0.151 0,301 0.101 0.165 0.535 0.513 0.791 0.690 0.112 0.110 0.325 0.797 0.700 0.116 0.171 1.000 
U P  0.101-0.114-0.101 0,OJJ 0.156 0.210 0.106 0.133 0.096 0.011 0.011 0.113 0.161 0.114 0.170 0.161 1.000 
DIA -0.161 -0.139 -0.117 -0.f19 -0.111 -0.149 0.019 -0.015 -0.119 -0.071 -0.194 -0.000 -0.156 -0.010 0.136 -0.135 -0.015 1.000 

ANI 

SE2 

SN 

SUR 

DE1 

LTD 



SN = nombre t o t a l  de segments dendr i t iques 

DP1 = nombre de t roncs dendr i t iques pr inc ipaux 

D I A  = rappor t  de l a  longueur de l a  p r o j e c t i o n  orthogonale 

du champ dendr i t ique dans l e  p lan  du 3e v e n t r i c u l e  

sur  c e l l e  de sa p r o j e c t i o n  orthogonale dans un p l a n  

perpendicula i re ho r i zon ta l  

AN1 = angle de recouvrement de l a  dendr i t e  de rang 1 

SE2 = n m b r e  de segments dendr i t iques de 2e ordre  

ANT = angle t o t a l  de recouvrement de toutes l e s  dendr i tes 

AN2 = angle de recouvrement de l a  dendr i te  de rang 2 

X X X  = mesure de l a  p r o j e c t i o n  orthogonale du champ 

dendr i t ique dans l e  p lan  du 3e ven t r i cu le  

SUR = es t imat ion  de l a  sur face de recouvrement du champ 

dendri  t i q u e  

LTD = longueurs cumulées de tous l e s  t roncs  dendr i t iques 

c - C l  a s s i f i c a t i o n  Automatique 

Ce t te  analyse permet d 'e f fectuer  une c l  a s s i f i  c a t i  on des 

i n d i v i d u s  en f o n c t i o n  de 1 eur degré de ressemblance. Le p r inc ipe  e s t  de 

p lace r  tous l e s  i nd i v idus  de 1 'analyse dans un espace à 12 dimensions 

(correspondant i c i  aux 12 var iab les  retenues), p u i s  d 'est imer 1 eur degré 

de ressemblance par  1 a d is tance eucl id ienne qui  l e s  sépare l e s  uns des 

autres.  Plus c e t t e  d is tance e s t  grande, p lus  l e s  i nd i v idus  sont  

d i f f é r e n t s .  Une première analyse a permis de constater  que 1 a popu la t ion  

t o t a l e  étudiée é t a i t  const i tuée, dans 1 'espace, d 'un  groupe important e t  

compact de ce1 1 u les  e t  d 'un  p e t i t  nombre de ce1 l u l e s  dispersées dans 

d i f fé rentes  d i r e c t i o n s  de 1 'espace. Pour pouvoir é c l a t e r  l e  grand groupe 

compact de c e l l u l e s  e t  y d is t inguer  des sous-groupes à morphologie 

d i f fé rente ,  ces c e l l u l e s  dont l a  d ispers ion  es t  t r è s  f o r t e  doivent  ê t r e  
é l iminées (17 c e l l u l e s  1. 

Les r é s u l t a t s  de c e t t e  analyse se présentent sous forme d 'un  

a rb re  h iérarchique où l e s  groupes de c e l l u l e s  sont d 'au tant  p l u s  

d i f f é r e n t s  que l e u r  séparat ion du rameau p r i n c i p a l  se p rodu i t  p lus  près de 

1 a base de 1 'arbre. 



d - Tableau - de données d é f i  n i  t i f  

Ces d i f fé rentes  études permettent d 'ob ten i r  un tableau de 

données f i n a l  const i tué  de 196 1 ignes (ce1 l u l e s )  e t  de 12 var iables.  B i  en 

que r é d u i t  par  rappor t  au tableau de données b ru t ,  ce  tableau e s t  

d i f f i c i  l e  à analyser par  des méthodes s t a t i s t i q u e s  classiques t e l  l e  que 

1 'Analyse de 1 a Var i  ance. 

Une première méthode d'analyse c o n s i s t e r a i t  à é tud ier  ce 

tableau va r iab le  par var iable,  à cons t ru i re  un histogramme pour chacune 

d ' e l  1 es e t  à- essayer de ca rac té r i  ser l e s  populat ions en comparant ces 

histogrammes deux 3 deux. A c e t t e  façon de procéder nous avons p ré fé ré  

une approche tenant compte de l a  t o t a l i t é  de l ' i n f o r m a t i o n  contenue dans 

l e  tableau de données, e t  non pas d'une informat ion découpée en autant de 

colonnes qu ' i 1 y a de paramètres morphométriques. Pour analyser 

globalement ce  tableau, nous emploierons une méthode s t a t i s t i q u e  

mul t id imensionnel le : llA.C.P., u t i l i s é e  depuis longtemps dans de 

nombreuses d i s c i p l  ines : Socio logie (COOLEY e t  LOHNES, 1971), Ecologie 

(ROMANE, 1972 ; KERSHAW, 19731, Géographie (KING, 1969), C l  imatologie. 

(MARTIN e t  DE SAINTIGNON, 1974 ; FABRE ET GUERRIER, 1980) e t  en 

Océanographie ( IBANEZ, 1973 ; 1975), mais seulement depuis peu en 

Neuroanatomie (YELNIK e t  al . ,  1983; BRAS e t  a l . ,  1987). 

2 )  Analyse en Composantes Pr inc ipa les  (A.C.P. ) 

Le bu t  que nous poursuivons i c i  é tan t  uniquement d e s c r i p t i f  e t  

non i n f é r e n t i e l ,  nous ne chercherons pas à donner une quelconque 

s i g n i f i c a t i o n  biométrique aux r é s u l t a t s  de 1 'A.C.P.. 

L 'observat ion des valeurs propres e t  de l e u r  con t r i bu t i on  à l a  

var iance t o t a l e  (Tab. 1 )  nous indique que 81,3% de 1 ' in fo rmat ion  i n i t i a l e  

sont  exprimés par l e s  5 axes synthétiques principaux, c 'es t -à-d i re  qu'en 

passant d 'un espace à 12 dimensions à un espace r é d u i t  à 5 dimensions, 

seulement 18,7% de l ' i n fo rma t ion  sont perdus ce q u i  es t  acceptable à ce  

niveau de 1 'analyse s t a t i s t i q u e .  11 e s t  souvent admis en b iomét r ie  

(TOMSSONNE, 1 967; TORRENS-IBERN, 1972) que 1 es seul es valeurs propres 

s i g n i f i c a t i v e s  sont c e l l e s  qu i  on t  une valeur supérieure à 1 'un i té ,  

c ' es t -à -d i re  pour c e t t e  analyse l e s  4 premières valeurs (Tab. 1) .  Nous 

nous l im i te rons  donc à 1 'observat ion des axes f a c t o r i e l s  1, 2, 3 e t  4 e t  

pr incipalement aux plans 1x2, 2x3, 3x4 e t  1x4, d é f i n i s  par ces 4 axes. 



TABLEAU 1 : V a r i a n c e s  d e s  v a l e u r s  p r o p r e s  e t  

c o n t r i b u t i o n  d e  c e s  v a l e u r s  à l a  v a r i a n c e  t o t a l e .  

1B LICll : VAL8UlS PROPllS IVAlIAlCIS SU1 LIS AXlS PRIlCIPAUIl 
28 LIGlB : COiitlIbDTIOl A 1 VARIAtIOl TOTALB IPOURCEWTAGES BIPLIQUIS PAR LBS AXES PRIWCIPAUX) 

a  - Etude des p l ans  f a c t o r i e l s  

Pour i n t e r p r é t e r  correctement 1  es i nformat ions contenues 

dans 1  'é tude des var iab les ,  i 1 f a u t  t e n i r  compte des p o i n t s  su i van t s  : 

1" - Dans un p lan,  une v a r i a b l e  p a r t i c i p e  d ' a u t a n t  p l u s  à 

1  a  ségréga t ion  des i n d i v i d u s  que l a  somme des ca r rés  des c o r r é l a t i o n s  de 

c e t t e  v a r i a b l e  (Tab. 2 )  su r  l e s  deux axes c o n s t i t u a n t  ce p l a n  e s t  proche 

de 1. 

TABLEAU 2 : C o r r é l a t i o n s  e t  c a r r é s  d e s  c o r r é l a t i o n s  

e n t r e  c h a q u e  v a r i a b l e  e t  l e s  a x e s  p r i n c i p a u x .  

II COLOIIB : COlRlLAtlOlS KIT11 LIS VARIABLIS 17 L8S AIKS PRllCIPAUX 
It COLOIYl : COPlKLATIOIS AD CARl8 

1IAtIAlLKS COKPOSAITSS PlIICIPALIS 

1x8 1 AX8 8 3 AI1 1 AXB 5 



Par exemple pour 1 a va r iab le  LTD, dans l e  p l a n  1x2 : 

Dans ce cas, on peut d i r e  que 81% de 1 ' information de l a  

va r iab le  LTD sont representés sur  l e  p lan  p r i n c i p a l  (p lan  1x21, a l o r s  que 

dans ce  même p lan  p r i n c i p a l ,  seulement 0,9% (0,0622 + 0,0312 = 0,0934) de 
1 ' in format ion fou rn ie  par  l a  va r iab le  D P l  sont représentés. Sur l e s  

ce rc les  des co r ré la t i ons  correspondant à chacun des p lans (F ig .  15 e t  161, 

ce  pourcentage e s t  représenté par  l a  longueur du vecteur propre 

correspondant à 1 a var iable,  c ' es t -à -d i re  qu'une va r iab le  sera d 'au tant  

mieux représentée dans un p lan  que sa p o s i t i o n  dans l e  ce rc le  des 

c o r r é l a t i o n s  correspondant sera p l u s  proche de l a  circonférence du ce rc le .  

C 'es t  l e  cas par exemple des var iab les  LTD e t  X X X  dans l e  p l  an 1x2 (F ig .  

15a). La c o n t r i b u t i o n  d'une va r iab le  à 1 '6 labora t ion  de l 'un ou de 1 ' a u t r e  

des axes cons t i t uan t  l e  p lan sera d 'au tant  p lus  grande que 1 'angle formé 

par  son vecteur propre e t  1 ' axe sera f a i b l e ,  ce qu i  e s t  l e  cas par  

exemple des var iab les  SN e t  SUR pour 1 'axe 1 dans l e  p lan  1x2 (Fig.  15a). 

2" - Deux v a r i  ab1 es seront d i  t e s  a n t i  -corrélées, c 'est -à-  

d i r e  que 1 'une augmentera a l o r s  que l ' a u t r e  diminuera conjointement, s i  

1 eurs vecteurs propres ont  même d i r e c t i o n  mais des sens opposés, comme par  

exemple l e s  var iab les  DP1 e t  AN1 dans l e  p l a n  2x3 (F ig .  15b). 

Nous pouvons donc observer que dans l e s  p lans f a c t o r i e l s  

retenus, l e s  informations intervenant  l e  p l u s  dans l e  p lan 1x2 (Fig.  15a) 

sont  i ssues des var iab les  LTD (longueur t o t a l e  des dendr i tes pr inc ipaux) ,  

XXX ( longueur de l a  p ro jec t i on  du champ dendr i t ique sur  l e  p l a n  s a g i t t a l  1, 
SN (nombre de segments dendr i t iques t o t a l  1, SUR (sur face dendr i t ique 

t o t a l e )  e t  ANT (angle t o t a l  occupé par  l e s  dendr i tes p r inc ipa les ) .  Dans ce 

plan, l e s  var iab les  SUR e t  SN in terv iennent  uniquement dans l a  

c o n s t i t u t i o n  de 1 'axe 1. 

D 'aut re  par t ,  1 'observat ion du p lan  2x3 (Fig.  15b) nous 

ind ique que 1 'axe 3 e s t  su r tou t  const i tué  à p a r t i r  des var iab les  SUR e t  

SN, mais aussi des var iab les  DP1 (nombre de dendr i tes p r inc ipa les )  e t  AN1 
(ang le  du champ dendr i t ique l e  p lus  long) qu i  sont de p l u s  ant i -corré lées.  

Les p lans 3x4 e t  1x4 confirment ces observat ions (Fig. 16). 



F I G U R E  1 5  

Cercles des corrélations des 12 vari ables, avec indication des 
vecteurs propres pour chacunes d 'e l les ,  dans différents plans d'observation 
de 1 'espace réduit à 12 dimensions : 

a )  plan 1 x 2 
b )  plan 2 x 3 



a roi / l 



FIGURE 16 

Cercles des corré la t ions  des 1 2  variables, avec i n d i c a t i o n  des 

vecteurs propres pour chacune d ' e l l e s ,  dans d i f f é r e n t s  plans d'observation 

de 1 'espace r é d u i t  à 12 dimensions : 

a )  p lan  3 x 4 

b )  p lan  1  x 4 



I I I  1 4 III 1 IOII!OITlL 



b  - Etude des ind i v idus  -- 
La r é p a r t i t i o n  des ind i v idus  e s t  observée dans l e s  mêmes 

sys tèmes d  'axes que ceux déterminés pour 1  'étude des var iables.  

Chaque c e l l u l e  ( i nd i v idu )  e s t  représentée par  un p o i n t  In 
dans un espace v e c t o r i e l  à 12 dimensi ons toutes perpendiculaires e n t r e  

e l l e s .  La p o s i t i o n  de ce p o i n t  In e s t  donc carac ter isée par un vecteur 01, 

(O é t a n t  l ' o r i g i n e  commune à tous l e s  axes) r é s u l t a t  de l a  somme 

v e c t o r i e l  l e  de 12 vecteurs q u i  sont eux-mêmes l e  p r o d u i t  des c o e f f i c i e n t s  

ca rac té r i s t i ques  du p o i n t  In sur chaque axe par  l e  vecteur un i té .  

Soient  l e s  vecteurs un i tés  des 12 axes correspondants aux 

12 var iab les  : 

Soient l e s  c o e f f i c i e n t s  du p o i n t  In sur ces 12 axes : 

Alors  : 

Ces p o i n t s  rapportés à un espace e u c l i d i e n  à 12 dimensions 

de type ml2 sont donc tous carac tér isés  par un ensemble de 12 

coordonnées. 

Le nuage de po in ts  In sera représenté par sa p r o j e c t i o n  

dans l e s  plans const i tués  par  1  a  combinaison des axes synthét iques 

pr inc ipaux ( p l  ans 1x2, 2x3, 3x4, 1x4). Ceci expl ique l a  présence dans 

chaque p lan  de p o i n t s  cachés. En effet,  dans un p l a n  deux p o i n t s  L  e t  M 

rempl i ssant l e s  cond i t ions  a = a m  e t  PL -- seront superposés du 

f a i t  des l i m i t e s  de d é f i n i t i o n  graphique des imprimantes u t i l i s é e s  e t  un 

seul  d 'en t re  eux sera v i s i b l e .  C'est  l e  cas par  exemple des p o i n t s  36 e t  

52 dans l e  p lan  1x2 (Tab. 3 )  (F ig.  17). 



l FIGURE 17 

1 
1 V i sua l i sa t i on  selon l e  p lan  p r i n c i p a l  d 'observat ion (p lan 1  x 2 )  de 

l a  p o s i t i o n  de tous l e s  i nd i v idus  de 1  'analyse dans 1 'espace r é d u i t  à 12 

l dimensions ( l e s  i nd i v idus  dont l e  numéro e s t  précédé d'un S sont des 

1 i ndi v i  dus supplémentai res  p l  acés dans 1  'espace rédui  t mai s  n  'ayant pas 
I p a r t i c i p é  à 1 'Analyse en Composantes Pr inc ipa les) .  





T A B L E A U  3 : E t u d e  d e s  i n d i v i d u s  d a n s  l ' e s p a c e  

v e c t o r i e l  à 1 2  d i a e n t i o n s  ( e x t r a i t  d u  t a b l e a u  

t o t a l  ) .  

ETUDE DES INDIVIDUS ------------------- 

1K COLORHK : COORDOlHE8S DES IHDIVIDUS SUR LES AXKS PRIICIPAUX 
2E COLORIE : COSINUS CARRES IQUALITE DE LA REPRESENTATION) 

INDIVIDUS AXS 1 AXE 2 AX8 1 AXE 4 AXK 5 

I l  faut remarquer toutefois que sur 1 es 3 autres axes, les 
coordonnées de ces points peuvent être trés differentes et donc ces points 
se trouver éloignés 1 'un  de 1 'autre dans d'autres p l  ans d'observations. 
C'est le  cas de ces deux mêmes points 36 et  52 dans le  p lan  3x4 (Tab. 3). 



FIGURE 18 

Visual isat ion selon l e  plan d'observation 2 x 3 de l a  pos i t ion  de 

tous l e s  individus de 1  'analyse dans 1 'espace r é d u i t  à 1 2  dimensions ( l e s  
1 ind iv idus  dont l e  numéro e s t  précédé d 'un S sont des individus 
l 
I supplémentaires placés dans 1  'espace r é d u i t  mais n 'ayant  pas p a r t i c i p é  à 

i 1  'Analyse en Composantes Pr inc ipa les) .  
l 





Il e s t  de p l u s  souvent admis que des ind i v idus  sont b ien  

représentés dans un p lan  quand l a  somme des carrés des cosinus des angles 

q u ' i l s  f o n t  avec chacun des axes du p lan  e s t  supérieure à 0,50 

(PHILIPPEAU, 1986) e t  q u ' i l s  sont assez b i e n  représentés s i  c e t t e  somme 

e s t  comprise en t re  0,35 e t  0,50. Seront donc sélect ionnés pour chaque p lan  

1 es i nd i v idus  pour lesquels c e t t e  somme e s t  supérieure à 0,35 (su r  l e s  

graphiques, ces i nd i v idus  retenus seront  représentés par  des po in ts  

n o i r s ) .  

- Toute analyse commence par 1 'étude du p lan  1x2 qu i  e s t  

por teur  de l a  p l u s  f o r t e  in format ion.  Le ca l cu l  en A.C.P. donne donc dans 

l e  p lan  1x2, une r é p a r t i t i o n  des ind i v idus  représentée par l a  f i g u r e  17. 

Nous obtenons 1 a d ispers ion d é c r i t e  par 1 a f i g u r e  19a. 

Dans ce p lan  deux groupes de po in ts  se séparent nettement selon 1 'axe 1 

(F ig .  19b) : 

- en se r ë f ë r a n t  à l a  f i g u r e  15a, un le' groupe t r è s  

compact à gauche du plan, correspondant à de f a i b l e s  valeurs des var iables 

SN e t  SUR. 

- un ze groupe p lus  étendu e t  p lus d i f fus  à d r o i t e  du p lan  

dont 1 es ca rac té r i  stiques correspondent p r i  nc i  palement à de f o r t e s  valeurs 

de ces 2 mêmes var iab les  SN e t  SUR. 

- un 3e groupe p lus  éc la té  à f a i b l e  e f f e c t i f  e s t  

p a r t i e l  lement i n d i v i d u a l i s é  des autres groupes selon 1 'axe 2 (F ig.  19b). 

La même démarche e s t  ensui t e  s u i v i e  dans l e  p lan  2x3 

(F ig .  18).  Il f a u t  noter,  avant d ' i n t e r p r é t e r  l e s  r é p a r t i t i o n s  des 

i n d i v i d u s  dans l e  p lan  2x3, que tous 1 es i nd i v idus  b ien  représentes dans 

ce p l a n  2x3 ( à  1 'exception de 3 i nd i v idus ) ,  appartenaient au groupe 

d ' i n d i v i d u s  s i t u é  dans l a  p a r t i e  d r o i t e  du p lan  1x2. 

Donc, dans l e  p lan  2x3, deux groupes de po in ts  se séparent 

selon 1 'axe 3 (F ig .  1 9 ~ 1 ,  c 'est -à-d i re,  s i  on se repor te  à l a  f i g u r e  15b, 

s u r t o u t  selon l e s  valeurs des var iab les  DP1 e t  ANI. 

Un 3e groupe de p o i n t s  peut ê t r e  i s o l é  des deux 

précédents selon 1 'axe 2, ce groupe correspondant parfaitement au 3e 

groupe de p o i n t s  é c l a t é  observé sur l e  p l a n  1x2. Cet te  p a r t i t i o n  e s t  à 

me t t re  en r e l a t i o n  avec l e s  valeurs des var iables AN1 e t  DP1 (Fig.  19d). 



FIGURE 19 

- Ind i ca t i on  ( p o i n t s )  des i nd i v idus  valablement représentés dans l e s  

2 plans pr inc ipaux ( c ' e s t - à - d i r e  l e s  i nd i v idus  dont 1  a  somme des carrés des 

cosinus des angles q u ' i l s  f o n t  avec l e s  axes e s t  supérieure à 0,35). 

a)  p lan  1  x  2 

c )  p lan  2 x 3 

- Cons t i t u t i on  des groupes c e l l u l a i r e s  dans l e s  plans 

correspondants: 

b )  p lan  1  x 2 

d l  p lan  2 x  3 

- : groupe 1  
---------_ . . groupe 11-111 

* * * . O . :  groupe I V  





En résumé, nous pouvons donc dire que les cellules de la 
région du NMD (correspondant aux points I n )  peuvent être classées en 3 

grands groupes bien distincts e t  en u n  4e dont  les caractéristiques sont 
moins préci ses. 

Effectifs des groupes : - groupe 1 : 69 ce1 lules 
- groupe II : 44 ce1 lules 
- groupe III  : 37 ce1 lules 
- groupe IV : 13 ce1 lules 

Remarque : Le nombre t o t a l  des cellules affectées à ces 4 
groupes (163 cellules) diffère du nombre initial de cellules étudiées (196 

cellules). Cette différence correspond à des cellules dont  l a  position 
é ta i t  isolée e t  excentrée par rapport aux nuages de dispersion 
correspondant à chacun des groupes dans 1 'espace euclidien représentatif à 

1 2  dimensions. La classification automatique de tous ces points réalisée 
dans ces 1 2  dimensions a confirmé cette observation e t  nous a conduit donc 
à él iminer ces ce1 lules des analyses ultérieures. 

3 )  Analyse Factoriel le Di scrimi nante (A.F.D. ) 

Au contraire de 1 'A.C.P. qui est une méthode exploratoire, 
1 'A.F.D. est une méthode confirmatoire qui permet de comparer à 1 'aide de 
plusieurs variables des groupes pouvant contenir u n  nombre différent 
d'individus. Avec une seule variable, cette méthode se confond avec 
1 'analyse de vari ance à u n  facteur. 

LIA.F.D.  s'effectue sur 1 'ensemble des individus en prenant en 
compte leur appartenance à chacun des groupes, ceci dans un  double b u t  : 

- de discrimination : c'est-à-dire de séparation des groupes ; 
- de classement : c'est-à-dire d'affectation des individus à 

l'un des groupes. 
Cette affectation se f a i t  au groupe dont  1 'individu est le  plus 

proche. Il sera donc possible de construire u n  tableau d'appartenance des 
N individus de 1 'analyse et  de s'assurer ainsi du bien fondé de 
l'existence des groupes déduits de 1'A.C.P.. De même que pour l l A . C . P . ,  

1'A.F.D. consiste à rechercher des variables synthétiques qui sont des 
combinaisons 1 inéaires des variables initiales. Chaque variable 



synthétique e s t  caractérisée par : 
- une valeur propre qui mesure son importance ; 
- des coefficients qui définissent entièrement 1 a combinai son 

l inéa i re  des variables de départ. 
Les variables, comme l e s  individus, sont représentées dans u n  

espace vectoriel dont l e s  axes correspondent aux variables synthétiques. 
LIA.F .D.  permet ensuite de définir  les  variables qui 

participent l e  plus à l a  constitution des différents  groupes. Pour chaque 
variable, notre programne calcule l e  quotient F de  l a  distribution de 
FISHER, quotient q u i  t i e n t  compte à l a  f o i s  du nombre d'individus e t  du 

nombre de groupes (Tab. 4 ) .  Ce quotient F calcule à p a r t i r  de chaque 
variable e s t  ensuite compare au F de l a  distribution théorique de FISHER 
dont l e s  valeurs sont (pour les  degrés de 1 iber té  de ce t te  analyse): 

- au risque de 5%, F = 8,54 

- au risque de 1%, F = 26,l. 
Si l a  valeur du  F calculé e s t  supérieure à l a  valeur d u  F 

théorique correspondant, nous pouvons re je te r  l'hypothèse nulle selon 
1 aquelle l e s  moyennes des 4 groupes sont égales. Dans ce cas donc, 1 a 
vari able considérée intervient de manière s ignif icat ive dans 1 '61 aborati on 
des groupes. 

T A B L E A U  4 : E t u d e  p a r  v a r i a b l e  d e s  v a r i a n c e s  e t  

é c a r t s - t y p e s  r é s i d u e l s  e t  d u  q u o t i e n t  d e  l a  d i s -  

- t r i b u t i o n  d e  F I S H E R .  

ETUDE PAR VARIABLB .................... 
VARIABLES 7ARIAICES ECARTS-TYPES 

RBSIDUBLIES RESIDUtLS 

LOI 1' 

LA1 11 

S I  11 

OP1 '1 

D I A  8' 

AI1 11 

SE2 11 

AIT " 

A12 11 

111 '1 

$01 1' 

LTD '1 



Les conclusions de c e t t e  analyse sont : 

- l e s  var iab les  SN, ANI,  SE2, ANT, XXX, SUR e t  LTD p a r t i c i p e n t  

s ign i f i ca t ivement  à l a  c o n s t i t u t i o n  des groupes au r i sque  de 1% ; 

- l e s  va r iab les  DP1, DIA e t  AN2 p a r t i c i p e n t  aussi à c e t t e  

séparat ion des groupes mais au s e u i l  de s i g n i f i c a t i o n  de 5% ; 

- l e s  var iab les  LON e t  LAR ne p a r t i c i p e n t  pas 

s igni f icat ivement,  au s e u i l  de 5%, à l a  séparat ion de n o t r e  popu la t ion  

i n i t i a l e  en 4 groupes d i s t i n c t s .  

4 )  D i  stance Ggnéral i sée de MAHALANOBIS ( D ~  de MAHALANOBIS ) 

2 Le D DE MAHALANOBIS e s t  une d is tance intergroupe. Son c a l c u l  

t i e n t  compte d'une p a r t  de l a  d is tance e n t r e  l e s  centres de g r a v i t é  des 

d i f f é ren ts  groupes e t  d 'au t re  p a r t  de 1  a  d is tance ent re  l e s  i nd i v idus  e t  

l e  cent re  de g r a v i t é  de leu rs  groupes respect i fs .  Chaque va leur  du tableau 

des 0' de MAHALANOBIS (Tab. 5) correspond à l a  d is tance e n t r e  l e s  groupes 

deux à deux. 
T A B L E A U  5 : E t u d e  d e  l a  d i s t a n c e  g é n é r a l i s é e  d e  

H A H A N A L O B I S  i n t e r - g r o u p e .  

DISTAUCBS [DI de WAHALAlOBIS EHTBE LES CROUPES .............................................. 
GROUPE 
10 1 2 3 4 

1 o.ûoo0 
2 1.9384 0.0000 
3 2.0587 2,3505 0.0ûû0 
4 2.9200 3,0685 3.0557 0.0000 

Pour pouvoir  est imer l e  s e u i l  de s i g n i f i c a t i o n  de ces valeurs,  

1  a  t r a n s f  o r d e  D l  du D* de MAHALANOBIS d o i t  ê t r e  calculée e t  comparée à 1  a 

d i s t r i b u t i o n  de FISHER : 

2 D'pq = D pq x Np Nq (Np t Nq - n  - 1)  

(Np t Nq) (Np + Nq - 2) n 

Nous obtenons a i n s i  l e  tableau des D' in tergroupes 

correspondant à des F  ca lcu lés  de l a  d i s t r i b u t i o n  de FISHER (Tab. 6 ) .  



2 
T A B L E A U  6 : E t u d e  d u  O '  3 p a r t i r  d u  D d e  M A H A L A N O B I S  

e t  s e u i l s  d e  s i g n i f i c a t i o n  d u  0 '  a u x  r i s q a e s  d e  1 e t  5%. 

Nous constatons grâce à ces va leurs  que l a  c o n s t i t u t i o n  des 

groupes ce1 l u l a i r e s  1, 2  e t  3 peut s ' e f f ec tue r  en ne prenant qu'un r i s q u e  

de 1%. Par contre, 1  a  c o n s t i t u t i o n  du groupe 4  en t ra ine  une p r i s e  de 

r i s q u e  de 5%,  ce qu i  confirme 1  'observat ion r é a l i s é e  grâce à 1  'A.C.P.. 

Enf in ,  1  'étude f i  nale des i n d i v i d u s  de n o t r e  populat ion i n d i q u e  

une cohérence de 91,549 e n t r e  l a  p a r t i t i o n  r é s u l t a n t  de 1  'A.C.P. e t  c e l l e  
r é s u l t a n t  de 1  'A.F.D. ( l e s  i nd i v idus  mal classés sont a l o r s  réa f fec tés  aux 

groupes déterminés par  1  'A.F.D. ). 

. 5 )  Carac tér isa t ion  s t a t i s t i a u e  des arouoes de c e l l u l e s  

Un c a l c u l  de parametres s t a t i s t i q u e s  c lass iques (moyenne, 

v a r i  ance, écar t - type)  e s t  r é a l i s é  pour chacune des v a r i  ables, à 

1  ' i n t é r i e u r  des 4  groupes de ce1 l u l e s  i s o l é s  p l  us haut. 

Les f igures  20 ( a  à f )  e t  21 ( a  à e )  présentent l e s  moyennes 

ar i thmét iques de chaque v a r i a b l e  à 1  ' i n t é r i e u r  de chaque groupe de 

ce1 l u les ,  a i n s i  que l e s  i n t e r v a l l e s  de confiance aux r i sques de 5% e t  1% 
(sauf pour DIA). 

La f i g u r e  21f présente l e s  va leurs  de DIA, à savoi r  l e s  

rappor t s  des moyennes des var iab les  X X X  e t  Y Y Y  a i n s i  que 1  ' i n t e r v a l l e  de 

conf i  ance des moyennes ( ca l cu lé  su ivant  SCHERRER (1  984) ) de chacun des 

groupes aux r i sques  de 1%, 5% e t  10% par  rappor t  à l a  va leur  1. 



FIGURE 20 

Diagrammes des moyennes arithmétiques de chaque groupe c e l l u l a i r e  e t  

i n t e r v a l l e s  de confi  ance au r isque de 5% e t  1% pour l e s  var iables : 

a )  LON 

b )  LAR 

c )  SN 

d)  DP1 

e )  AN1 

f )  SE2 
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FIGURE 21 

Diagramnes des moyennes arithmétiques de chaque groupe c e l l u l a i r e  e t  

i n t e r v a l l e s  de confiance au r isque  de 5% e t  1% pour l e s  var iables : 

a)  ANT 

b )  AN2 

c l  X X X  

d )  SUR 

e )  LTD -- 
f)  rapport des moyennes X X X / Y Y Y  (correspondant à 1 a var iab le  DIA= 

XXX/YYY) e t  i n t e r v a l l e s  de confiance des moyennes au r isque de 

la, 5% e t  1%. 





En conclusion, nous pouvons d i r e  que dans l a  rég ion  du NMD se 

d i f fé renc ien t  s tat is t iquement  4  groupes de ce1 l u l e s  d é f i n i s  comme s u i t  : 

- Groupe 1 : Ce le' groupe de c e l l u l e s  i s o l é  dans l e  p l a n  

f a c t o r i e l  1x2 d i f f è r e  s i g n i f i c a t i  vement des autres groupes de ce1 l u l e s  

pour l e s  va r iab les  SN e t  LTD au seui 1  de 1% e t  pour l a  v a r i a b l e  SUR au 

s e u i l  de 5%. 

LTD = 210,54 Pm; a= 34,96 pm 
- 

2. SUR = 4241 pm , a= 867,4 

I l  faut  remarquer que pour ce groupe de c e l l u l e s ,  quel que s o i t  

l e  r i s q u e  p r i s  ( l x ,  5%, IO%), jamais l e  rappor t  X X X / Y Y Y  n ' e s t  

s ign i f i ca t ivement  d i f f é ren t  de 1  ' un i t é .  

- Groupe II : Ce 2e groupe de c e l l u l e s  d i f f è r e  

s ign i f i ca t ivement  des autres groupes au seui 1  de 1% pour l e s  var iab les  SE2 

e t  AN2 : 

Pour ce  groupe c e l l u l a i r e ,  i 1 fau t  remarquer que l e  rappor t  

X X X / Y Y Y  e s t  s ign i f i ca t ivement  d i f f é r e n t  de 1  ' un i  t é  au s e u i l  de 10%. 

- Groupe III : Ce 3e groupe c e l l u l a i r e  d i f f è r e  

s ign i f i ca t i vemen t  des autres groupes au s e u i l  de 1% pour l e s  va r iab les  

ANI, SUR e t  X X X  : 



De même que pour 1  e  groupe précédent, 1  a  valeur  du rappor t  

X X X / Y Y Y  e s t  s ign i f i ca t ivement  d i f f é ren te  de 1  ' u n i t é  au seu i l  de 10%. 

- Groupe I V  : Ce dernier  groupe, de f a i b l e  e f f e c t i f ,  d i f f è r e  

s igni f icat ivement des aut res  groupes au s e u i l  de 1% pour l e s  var iab les  XXX 

e t  LTD : 

Dans ce cas, l a  va leur  du rapport  X X X / Y Y Y  e s t  

s ign i f i ca t ivement  d i f fé rente  de 1  ' u n i t é  au s e u i l  de 10"/,, mais 

contrairement aux autres groupes où c e t t e  valeur  é t a i t  i n f é r i e u r e  à 1, i c i  

e l l e  l u i  e s t  supérieure. 

6 )  Carac tér isa t ion  morphologique des groupes de c e l l u l e s  

Les r é s u l t a t s  des analyses s t a t i s t i q u e s  (A.C.P., A.F.D., 

c l a s s i f i c a t i o n  automatique e t  0' de MAHALANOBIS) o n t  permis de met t re  en 

évidence 4 groupes de ce1 l u l e s  s ign i f i ca t ivement  d i f f é r e n t s  dans 1  a  

rég ion  du NMD. 

Les dessins r é a l i s é s  à 1  a  chambre c l a i r e  des ce1 l u l e s  ayant 

s e r v i  à 1  'étude s t a t i s t i q u e  ont  é t é  classés selon ces 4 groupes. 

A 1  ' i n t é r i e u r  de chacun de ces groupes, l a  combinaison de 

1  'observat ion microscopique e t  des données morphométriques (obtenues grâce 

à l ' é t u d e  s t a t i s t i q u e )  a  permis d 'abou t i r  à l a  ca rac té r i sa t i on  de 4 types 

ce1 1 u l  a i res  const i tuant  chacun de ces groupes. 

a  - Groupe 1 ( c e l l u l e s  de type 1) (69 sur 163) - --- 
Comme 1 ' ind ique 1  'étude s t a t i  ~ t i q u e ,  l e s  ce1 l u l e s  de ce 

groupe sont caractér isées par un f a i b l e  nombre t o t a l  de segments 

dendr i t iques (SN) ,  a i n s i  que par une f a i b l e  longueur cumulée des dendr i tes  

p r i n c i p a l e s  (LTD) . En outre,  mais à un degré moindre, ces c e l l u l e s  sont  



caractérisées par une faible surface totale du champ dendritique (SUR). 

Gl obalement, ces ce1 lules présentent donc u n  champ 
dendri tique constitué de peu de dendrites principales (2 ,  plus rarement 
31, imprégnées sur une faible longueur e t  surtout peu ramifiées. 

Bien que non caractéristique par sa forme ou ses 
dimensions, l e  péricaryon peut ê t re  décrit comme assez globuleux e t  de 
peti te  t a i l l e  : - - 
LON = 23,5 F m  ; O =  0,45 p m  ; LAR = 14,6 pm ; O= 0,19 pm ; n = 69. 

Il  faut remarquer de plus que ces neurones ne présentent 
pas, tant pour l e  corps cellulaire que pour l e  champ dendritique, 
d 'orientation préférentiel le  (Fig. 2 2 ) .  

b - Groupe I I  (cellules de type I I )  (44 sur 163) - - - 
Ces cellules présentent t ro i s  dendrites principales (DP1)  

ce qui 1 es différencie des ce1 lules des groupes 1 e t  1 II.  Le plus souvent, 
1 a dendrite principale imprégnée sur 1 a pl us grande longueur présente une 
ramification dendri tique abondante mais peu étendue en 1 argeur alors que 
1 es deux autres dendrites principales p l  us courtes (SE2, AN21  , présentent 
une ramification plus large. 

Ces ce1 lu1 es présentent u n  péricaryon d'aspect souvent 
triangulaire (ou globuleux suivant l'angle d'observation) e t  de t a i l l e  
plus importante que celui des cellules du groupe précédent: - - 
LON = 25,9 ym ; a= 0,64pm ; LAR = 16,3 pm ; a= 0,22 p m  ; n = 44. 

Enfin, on peut dire que l e  champ dendritique de ces neurones 
e s t  trés étendu, ramifié e t  présente une orientation préférentiel le 
perpendiculaire au 3e ventricule ( F i g  . 22 ) .  

c - Groupe I I I  (cellules de type I I I )  (37 sur 163) - - 
La principale caractéristique de ces neurones es t  de 

présenter u n  péricaryon al longé : - - 
LON = 28,Opm ; O =  0,66pm ; LAR = 14,6pm ; O= 0,18ym ; n = 37. 

Ce péricaryon es t  pourvu de deux deidrites principales. 
Chacune de ces deux dendrites présente une ramification abondante e t  large 
(SUR), imprégnée sur une longue distance. Pour ce type de cellule, c ' e s t  
toujours 1 a dendrite principale 1 a pl us 1 onguement imprégnée qui présente 
l a  ramification la  plus large ( A N I ) .  

Ces cellules présentent, comme les ce1 lules de type I I ,  



FIGURE 22 

Dessins r é a l i s é s  à 1 a chambre c l  a i r e  de 4 ce1 l u l e s  imprégnées par 1  a  

méthode de GOLGI modif iée.  Ces c e l l u l e s  sont typiques des 4 groupes de 

ce1 1 ules caractér i  sés par 1  'analyse s t a t i s t i q u e .  

Barre de c a l i b r a t i o n  : lOOpn 





une o r i e n t a t i o n  perpendicula i re au 3e vent r icu le ,  t a n t  pour l e  champ 

dendr i t ique que pour l e  corps c e l l u l a i r e  (F ig.  22). 

d - Groupe - I V  ( c e l l u l e s  de IV)  (1 3 sur  163) - - 
Contrairement aux autres groupes de ce1 1 u l  es ces neurones 

présentent des dendr i tes p r inc ipa les  en nombre va r iab le  (2  à 3)  mais 

i mprégnées sur une grande 1 ongueur (LTD) . Ces dendr i tes sont moyennement 

ramif iées mais tou jours  de manière é t r o i t e .  Les péricaryons sont de t a i l l e  

moyenne e t  assez globuleux : - - 
LON = 26,O p m  ; U =  0,43 pm ; LAR = 15,5 pm ; a= 0,21 pm ; n = 13 . 

Enfin, ces ce1 l u l e s  une o r i e n t a t i o n  nettement 

p a r a l l è l e  au 3e v e n t r i c u l e  (DIA) (F ig.  22). 

7 ) R é p a r t i t i o n  topographique des groupes ce1 1 u l  a i res  

Bien que l e s  c e l l u l e s  imprégnées par l a  méthode de GOLGI dans 

l a  rég ion du NMD puissent ê t r e  classées en 4 groupes s ign i f i ca t i vemen t  

d i f fé rents ,  l a  r é p a r t i t i o n  topographique de ces 4 groupes ne présente pas 

d 'o rgan isa t ion  b i e n  v i s i b l e .  Dans t o u t e  c e t t e  région, l e s  corps 

ce1 lu1  a i r e s  appartenant à ces 4 popul a t i  ons sont i ntimement mél angés 

(F ig .  23). 

B - M o r ~ h o l o a i e  e t  d i r e c t i o n  des axones 

L'axone, l o r s q u ' i l  e s t  imprégné, es t  b ien  reconnai ssable. Il 

présente tou jours  un cône d'émergence court ,  e f f i l é ,  s i t u é  sur  l e  

pér icaryon ou sur  un t ronc  dendr i t ique.  Le diamètre de l 'axone r e s t e  f i n  

e t  constant t o u t  l e  long de son t r a j e t  e t  présente une succession de 

vés icu les  globuleuses, 1 u i  donnant un aspect ca rac té r i s t i que  de corde à 

noeuds. 

Les axones des neurones imprégnés ont  tou jours  l e  même aspect, 

quel  que s o i t  l e  groupe c e l l u l a i r e  auquel appart ient  l a  c e l l u l e .  Par 

con t re  i l s  présentent des d i f fé rences dans l e s  d i r e c t i o n s  q u ' i l s  prennent 

au départ du péricaryon. 







1 )  Groupe 1 

Dans ce groupe ce l lu la i re ,  41% des neurones possèdent u n  axone 
identifiable.  Parmi ces neurones, 39% présentent u n  axone dont l e  cône 
d ' émergence e s t  1 ocal i sé sur 1 e péricaryon ; pour 36% i 1 1 ' e s t  sur u n  tronc 
dendri tique principal à moins de 10 r m  du péricaryon e t  pour 25% sur une 
branche dendritique à une distance supérieure à 10 pm du péricaryon. 

Ces axones présentent de pl us t r o i s  directions efférentes 
préférentielles (Fig. 24a) : 

- vers 1 ' a i r e  hypothalamique médio-dorsal e (quadrant dorso- 
i nterne sur 1 a f igure)  

- vers 1 ' a i r e  périventriculo-forni cale (quadrant ventro-interne 
sur l a  figure) 

- vers 1 ' a i r e  périfornicale, en longeant la  face externe du 

f ornix (quadrant ventro-latéral sur 1 a f igure)  . 

2) Groupe I I  
L'une des caractéristiques de ce  groupe cel lulaire  e s t  de 

présenter une assez bonne imprégnation des axones puisque 64% des neurones 
présentent des axones bien identifiables. Le cône d'émergence de 1 'axone 
s e  trouve sur l e  péricaryon pour 37% de ces cellules,  sur u n  tronc 
dendritique à moins de 10)im du péricaryon pour 26% e t  sur une branche 
dendritique à plus de 10 rm du péricaryon pour 37%. 

En fonction de l a  direction empruntée par ces axones au départ 
de 1 a région du NMD, l e  contingent des f ib res  efférentes appartenant à ce 
type cel lulaire  peut ê t r e  divisé en deux groupes (Fig. 24b) : 

- u n  pe t i t  nombre d'axones se  dirigeant vers l ' a i r e  
périfornicale par l a  face externe du fornix ; 

- u n  grand nombre de f ibres  se  repartissant en direction d'une 
1 arge zone correspondant à 1 a zona incerta, à 1 ' a i r e  hypothalamique 
médio-dorsale e t  au noyau paraventricul a i r e  (NPV) (quadrants dorso- 
externe, dorso-i nterne, dorso-médi an e t  ventro-médi an sur 1 a figure) . 

3)  Groupe 1 I I  
Dans ce groupe de cellules,  seulement 36% des neurones 

présentent u n  axone identifiable. Pour 31% d 'entre  eux, l e  cône 
d'émergence e s t  s i tué  sur l e  péricaryon, pour 31% i 1 e s t  s i tué  sur u n  
tronc dendritique à moins de 10 rm du corps ce l lu la i re  e t  pour 38% à une 



FIGURE 24 

Répar t i t i on  de 1 ' o r i e n t a t i o n  des axones pour chacun des groupes 

ce1 l u 1  a i res  ca rac te r i  ses par 1 'analyse s t a t i s t i q u e .  Toutes l e s  ce1 l u l e s  on t  

é t é  rapportées au même côté e t  o r ien tées  par  rappor t  au f o r n i x  e t  au 3e 

v e n t r i  cu l  e : 

a )  Groupe 1 

b )  Groupe II 

c )  Groupe III 

d )  Groupe I V  

Représentation sous forme de polygones de fréquence ; l a  d is tance 

e n t r e  un sommet du polygone e t  l e  p o i n t  d ' i n t e r s e c t i o n  des axes e s t  

p ropo r t i onne l l e  au nombre d 'observat ions d'axones e f fec tué  dans l e  quadrant 

correspondant (1  cm pour 1 observat ion) .  

Abréviat ions u t i l i s é e s  : 

QDE : quadrant dorso-externe 

QDL : quadrant dorso-1 a té ra l  

QVL : quadrant ventro-1 a té ra l  

QVE : quadrant ventro-externe 

Q V I  : quadrant vent ro- in te rne 

QVM : quadrant ventro-médi an 

QDM : quadrant dorso-médian 

Q D I  : quadrant dorso- interne 





d is tance supérieure à 10 pm. 

D 'au t re  par t ,  ces axones présentent deux d i r e c t i o n s  efférentes 

p r é f é r e n t i e l l e s  b ien  d i s t i n c t e s  e t  diamétralement opposées (F ig .  24c) : 

- 1 'une vers 1 a zona i n c e r t a  (quadrant dorso-externe sur  1 a 

f i g u r e )  ; 

- 1 ' au t re  vers 1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l  e (quadrant ventro-médian su r  

1 a f i g u r e )  . 

4 )  Groupe I V  

Le f a i b l e  e f f e c t i f  de ce groupe c e l l u l a i r e  ne permet pas 

d ' o b t e n i r  de r é s u l t a t s  analysables quant à l a  d i r e c t i o n  que prennent l e s  

axones imprégnés. Il f a u t  t o u t e f o i s  remarquer que près de l a  m o i t i é  de ces 

neurones présentent un cône d'émergence de l 'axone s i t u é  à une d is tance de 

p l u s  de 10 )im du péricaryon, ce q u i  p a r a i t  important par  rappor t  aux 

pourcentages obtenus pour 1 es au t res  groupes ce1 l u 1  a i res  .' De plus, i 1 

semble que ces axones a i e n t  tendance à se d i r i g e r  dans deux d i rec t i ons ,  

1 'une dorsale vers l e  thalamus, e t  1 ' au t re  vent ra le  vers 1 ' a i r e  

p é r i v e n t r i  cu lo - fo rn i ca le  ( F i g  . 24d). 
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La technique d ' i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d 'un  composé 

f luorescent  a é té  u t i l i s é e  pour t e n t e r  de conf i rmer l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

grâce à 1 ' imprégnation argent ique de GOLGI. De même que c e l a  peut ê t r e  

f a i t  pour un neurone imprégné, l ' obse rva t i on  d 'un  neurone i n j e c t é  permet 

d 'en d é f i n i r  1 es ca rac té r i s t i ques  morphologiques : forme du pér icaryon 

a i n s i  qu'aspect du champ dendr i t i que  e t  de l 'axone. 

Les i n j e c t i o n s  i n t r a c e l l u l a i r e s  de LY o n t  é t é  réa l i sées  dans 

des tranches d'hypothalamus maintenues " i n  v i t r o " ,  ce qu i  présente 

1 'avantage de permettre l a  l o c a l i s a t i o n  du NMD par simple observat ion à l a  

1 oupe b inocu la i re .  

La complexité de mise en oeuvre de l a  technique ne nous a 

t o u t e f o i s  pas permis d ' i n j e c t e r  un grand nombre de neurones e t  no t re  étude 

n ' e s t  donc basée que sur 21 neurones. Il nous a é t é  de ce f a i t  impossib le 

de r é a l i s e r  une étude s t a t i s t i q u e  aussi complète que c e l l e  e f fec tuée après 

1 es imprégnations argent iques de GOLGI. 

Cependant, comparativement à l a  méthode de GOLGI, l a  méthode 

d ' i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  a permis une mei 1 l e u r e  v i  sua1 i sat ion  de 

1 'axone sur  de p lus  longues distances e t  donc l a  d é f i n i t i o n  dans c e r t a i n s  

cas de son t r a j e t .  

A - M o r ~ h o l o a i e  des oéricarvons e t  des ~ro lonaements dendr i t iaues 

Dans tous l e s  cas, au cours de l ' obse rva t i on  des tranches au 

microscope de f 1 uorescence, 1 es ce1 1 u les  i njectées o n t  présenté une f o r t e  

concentrat ion de LY dans l e  pér icaryon a i n s i  que dans l e s  a rbo r i sa t i ons  

dendr i t iques  (F ig.  25). Parmi l e s  21 c e l l u l e s  in jec tées ,  14 o n t  donné des 



FIGURE 25 

Mi crophotographi es de ce1 lu1 es marquées après injection 

i  ntracell ul ai re  de Lucifer Yel 1 ow dans l e  noyau magnocel 1 ul ai re dorsal. 

a )  Cellule 23 

b )  Trois cellules (24, 25, 26) marquées aprës une injection 

intracel lulaire  de LY. Le marquage de ces t r o i s  cellules 

pourraient ê t re  l e  résu l ta t  d'un "dye coup1 ing". 

c )  Cellules 24, 25, 26. 

d )  Cellule 35. La pointe de flêche indique l'axone. 

e )  Détail d'une dendrite de 1 a cel lule  35. 

f )  Cellule 29. 

g )  Cellule 38. 

Barre de calibration : 59 F m  pour a,b,c,d,f 

40 Pm pour e ,g 



r é s u l t a t s  exp lo i tab les  dans l e  cadre d'une étude morphologique complète. 

T r o i s  types d i f f é r e n t s  de neurones o n t  a i n s i  é t é  d is t ingués : 

- dans 5 cas ( c e l l u l e s  23, 26, 27, 35 e t  41 ; F i g .  26 a, c, f, 

h l ,  l e s  péricaryons i n j e c t é s  ont  une forme globuleuse e t  une t a i l l e  assez 

r é d u i t e  (23 pm x 22 pm). Les t roncs dendr i t iques i ssus  du pér icaryon sont  

tou jou rs  t r é s  f i n s  e t  en nombre t r é s  va r iab le  (2 à 7 ) .  Assez d ro i tes  sur  

l e u r  p a r t i e  proximale, ces dendr i tes sont p l u s  sinueuses s u r  l eu r  p a r t i e  

d i s t a l e .  Les rami f ica t ions  de ces dendrites, peu nombreuses, se f o n t  d 'une 

manière r é g u l i è r e  t o u t  au 1 ong de 1 eur cheminement dans 1 'hypothalamus. 

- dans 6 cas ( c e l l u l e s  25, 28, 31, 33, 34 e t  38 ; F ig .  26 b, d, 

e, f, g)  , 1 es corps ce1 l u 1  a i res  sont à peine p lus  longs que 1 arges (26 )im 

x 20 ~ m ) , t o u t e f o i s  l a  d i s p o s i t i o n  des 3 t roncs  dendr i t iques pr inc ipaux 

autour du pér icaryon 1 u i  confère une forme nettement t r i a n g u l a i r e .  Ces 

t roncs  dendri t iques présentent, o u t r e  un diamètre q u i  d é c r o i t  rapidement, 

des rami f ica t ions  dichotomiques s i tuées t r è s  près du corps c e l l u l a i r e .  Le 

diamètre de ces dendr i tes devient  ensui te f i n  e t  constant e t  l e s  

rami f i ca t i ons  p lus  rares à mesure que 1 'on s 'é lo igne du corps c e l l u l a i r e .  ' 

- dans 3 cas ( c e l l u l e s  24, 29 e t  39 ; F ig .  26 b, d, h),  l e s  

pér icaryons o n t  une forme a l  longée, oblongue e t  des dimensions moyennes de 

35 ~m x 18 Pm. Ces corps ce1 1 u l a i r e s  présentent 2 t roncs dendri t i ques  

épais, diamétralement opposés e t  o r ien tés  dans l e  même sens que l e  grand 

axe du péricaryon. L 'un  d 'eux se r a m i f i e  t r è s  t ô t  en dendr i tes plus f i n e s  

q u i  se r a m i f i e n t  à l e u r  t o u r  t r è s  rapidement. Le second t ronc  dendri t ique, 

s i t ô t  s o r t i  du péricaryon, se d i v i s e  en branches dendr i t iques épaisses e t  

cour tes  qu i  se r a m i f i e n t  rapidement en dendr i tes f i n e s .  Globalement, ces 

neurones présentent donc un champ dendr i t ique c a r a c t é r i s t i q u e  dont l e s  

rami f i ca t i ons  se r é a l i s e n t  à prox imi té  du pér icaryon e t  dont l e s  dendr i tes 

i ssues de ces d i v i s i o n s  cheminent de manière r e c t i  1 igne en ne subissant 

p l u s  que peu de rami f ica t ions .  

Dans l e  cas des 3 c e l l u l e s  23, 27 e t  33 (F ig .  26 a, c, e l ,  il 

e s t  également poss ib le  d'observer 1 ou 2 f i n e s  dendr i tes au départ du 

p é r i  caryon. 

T r o i s  neurones f luorescents  ( c e l l u l e s  24, 25 e t  26 ; Fig. 26 b, 

c ) o n t  é t é  observés après 1 ' i n j e c t i o n  i n t r a c e l l  u l  a i  r e  d 'un seul neurone. 

Ce phénomène peut ê t r e  i n t e r p r é t é  comme é t a n t  l e  r é s u l t a t  d 'un  coup1 age 



FIGURE 26 

Dessin des ce11 ules i n j e c t é e s  par  l e  L u c i f e r  Yel low e t  l o c a l i s a t i o n  

de chaque ce1 1 u l  e dans 1 ' hypothalamus : 

Les pointes de f lèches indiquent l e s  axones. 

Les doubles pointes de f lèches indiquent  les  b i f u r c a t i o n s  d'axone. 

Barre de c a l i b r a t i o n  : 50 P m .  

a )  c e l l u l e  23 







b )  cellules 24 e t  25 





cellules 26 









e )  cellules 31 e t  33 





f )  cellules 34 e t  35 





g )  ce l l u l e  38 





h )  cellules 39 et 41 





e n t r e  1 es corps ce1 l u1  a i r e s  e t /ou  l e s  dendr i tes  de neurones proches, 

permettant a i n s i  1 e passage i nter-neuronal du p r o d u i t  f 1 uorescent ( "dye 

coupl ing")  (STEWART, 1978). Que l ' o b t e n t i o n  de ce  marquage m u l t i p l e  

d'éléments v o i s i n s  s o i t  p l u s  f réquent  dans l e  cas de l ' u t i l i s a t i o n  de 

tranches, l a  sec t ion  de dendr i tes l o r s  de l a  confec t ion  des tranches 

pouvant f a c i  1 i t e r  l e s  échanges i nter-neuronaux, r e s t e  controversé (GUTNICK 

e t  a l . ,  1985 ; YANG e t  HATTON, 1987). 

B - D i r e c t i o n  des axones 

B ien  qu 'é tan t  p l u s  f a c i  lement observable par c e t t e  technique 

que par  1 a technique de GOLGI, l e  cône d'émergence de 1 'axone e t  son 

t r a j e t  n ' o n t  pu ê t r e  i d e n t i f i é s  avec c e r t i t u d e  que pour 7 neurones 

i n j e c t é s  (F ig .  2 7 ) .  

AHL 

FIGURE 2 7  : R e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i s é e  d e s  d i r e c t i o n s  
empruntées  p a r  l e s  axones  observés  s u r  l e s  c e l l u l e s  a y a n t  
r e ç u  une i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de  L u c i f e r  Y e l l o u .  



Dans 2 cas (ce1 l u l e s  29 e t  33), 1  es ce1 l u l e s  i n j e c t é e s  

présentent un axone dont l a  d i r e c t i o n  e s t  ob l ique à p a r t i r  du NMD e t  dont 

l e  cheminement se f a i t  au t r a v e r s  de 1  ' a i r e  hypothalamique la té ro-dorsa le  

( ve rs  1  a  zona i n c e r t a ) .  

Dans un au t re  cas ( c e l l u l e  23), l ' axone présente un t r a j e t  

pratiquement r e c t i  l igne,  ho r i zon ta l  au t r a v e r s  du NPV, en d i r e c t i o n  du 3e 

ven t r i cu le .  Puis, à p rox im i té  du bord du vent r icu le ,  il ef fec tue  un angle 

d r o i t  pour longer l e  bord  de ce même v e n t r i c u l e  en d i r e c t i o n  de 

1  ' hypothal amus médi O-dorsal . 
Dans l e  cas de 1  a  ce1 l u l e  24, aprës un changement b r u t a l  de 

d i r e c t i o n  à p rox im i té  du péricaryon, 1  'axone présente un cheminement 

ho r i zon ta l  à p a r t i r  du NMD, en d i r e c t i o n  de l ' a i r e  hypothalamique l a t ë r o -  

dorsale. 

L'axone de 1  a  c e l l u l e  26 longe l e  bord supérieur du f o r n i x  pour 

descendre ensui t e  en d i r e c t i o n  de 1  ' a i r e  hypothalamique 1  a téra le .  

La c e l l u l e  35 présente une b i f u r c a t i o n  axonique n e t t e  se 

produisant  à 120 um du péricaryon. L'une des branches axoniques chemine 

ver t ica lement  en d i r e c t i o n  de 1  'hypothalamus médio-dorsal , a l o r s  que 

1  ' a u t r e  se d i r i g e  vers  l e  NPV homolatéral. 

L'axone de 1  a  c e l l u l e  38 1  onge l e  bord i n t e r n e  du f o r n i x ,  à 

1  ' i n t é r i e u r  de 1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e .  



SECONDE PARTIE 

ETUDE EXPERIMENTALE DES 
EFFERENCES DES NEURONES DU 

NOYAU MAGNOCELLULAIRE DORSAL 



La seconde p a r t i e  de c e t t e  thèse e s t  consacrée à l ' é t u d e  

expérimentale des efférences du NMD. Pour déterminer l e s  p ro jec t i ons  des 

neurones du NMD, nous avons f a i t  appel à d i f f é r e n t e s  techniques 

neuroanatomiques. Certaines sont  fondées sur 1  a  1  ésion é l e c t r o l y t i q u e  

u n i  l a t é r a l e  ou b i  1  a té ra le  du noyau, d 'au t res  u t i l i s e n t  l e s  propr ié tés  de 

t r a n s p o r t  i ntra-axonal de t raceurs  appliqués dans des cond i t ions  " i n  v i vo "  

e t  " i n  v i t r o " .  A f i n  d ' i d e n t i f i e r  cer ta ines  des p ro jec t i ons  a i n s i  mises en 

évidence, l e s  techniques neuroanatmiques ont  é t é  dans c e r t a i n s  cas 

couplées à une étude immunocytochimique. 

En ce  qui  concerne l e  t ranspor t  in t ra-axonal  des traceurs, i 1 

sera  rappelé dans un ler c h a p i t r e  l eu rs  propr ié tés  d ' i nco rpo ra t i on  e t  de 

m ig ra t i on  dans 1  'axone. L 'accent  sera mis sur l e s  p rop r ié tés  des t raceurs  

u t i l i s é s  dans n o t r e  étude. 

La présence de terminaisons nerveuses enképhalinergiques dans 

1  'éminence médiane (EM) e t  dans l e  septum 1  a té ra l  (SL) du Cobaye nous a  

t o u t  d 'abord amenés à rechercher 1  'ex is tence d'une r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  

l e  NMD e t  l ' u n e  e t l o u  l ' a u t r e  de ces st ructures.  Les r é s u l t a t s  de ces 

t ravaux seront présentés dans l e s  2e e t  3e chap i t res  de c e t t e  p a r t i e .  

Enf in  en f a i s a n t  p l u s  par t i cu l iè rement  appel à une technique 

neuroanatomique de t ranspor t  in t ra-axonal  réa l i sée  " i n  v i t r o "  sur tranches 

d  ' hypothal ams, cer ta ines  p ro jec t i ons  e f fé ren tes  du NMD vers d 'au t res  

rég ions  du cerveau ont  pü ê t r e  d é f i n i e s  e t  seront d é t a i l l é e s  dans l e  4e 

chap i t re .  



A - Général i tés sur l e  t ranspor t  in t ra-axonal  de 1 a péroxydase e t  des 

f 1 uorochromes 

Depuis l e s  t ravaux i n i t i a u x  de KRISTENSSON e t  OLSSON (1971), 

KRISTENSSON e t  a l .  (1971) e t  LA VAIL e t  LA VAIL (1 9721, 1 a péroxydase du 

Ra i fo r t ,  enzyme de poids molécula i re 40.000, e s t  1 argement u t i  1 i sée comme 

marqueur en neuroanatomie, en ra i son  de ses p rop r ié tés  de m ig ra t i on  

i ntra-axonale. 

Les avantages de c e t t e  substance ont  d 'abord é t é  exp lo i t és  pour 

1 e marquage des corps ce11 u l  a i res  après m ig ra t i on  in t ra -axona le  

somatopétale, ou rétrograde, à p a r t i r  des terminaisons axoniques du 

neurone (KRISTENSSON e t  OLSSON, 1971 1. 
Comme c e l a  a v a i t  de jà  é t é  suggéré (TURNER e t  HARRIS, 1974 ; 

REPERANT, 1975 ; COLMAN e t  a l  . , 1976 ; MESULAM, 1978) e t  déf i  n i  t ivement 

démontré par  MESULAM e t  MUFSON (1 980), 1 a péroxydase e s t  également 

t ranspor tée  dans 1 'axone dans l e  sens somatofugal , ou antérograde, à 

p a r t i r  du corps c e l l u l a i r e  vers l 'axone, qu i  peut  a i n s i  ê t r e  marqué 

jusqu 'à  ses extrémi tés.  

La mise en évidence du p r o d u i t  de r é a c t i o n  l i é  au t r a n s p o r t  

antérograde de l a  péroxydase nécessi te t o u t e f o i s  une technique de 

r é v é l a t i o n  h i  stochimique p lus  sens ib le  que ce1 l e  couramnent u t i  1 i sée (DAB: 

GRAHAM e t  KARNOVSKY (1 966) ) pour 1 a démonstration du t ranspor t  rét rograde.  

En ce  sens, 1 ' i nt roduct ion  de 1 a TM0 (HARDY e t  HEIMER, 1977 ; MESULAM e t  

ROSENE, 1977 ; MESULAM, 1978 ; DE OLMOS e t  a l  ., 1978 ; MESULAM e t  

BRUSHART, 1979) en t a n t  qu'agent chromogène, beaucoup p lus  ef f icace 

(MESULAM, 1978 ; MESULAM e t  ROSENE, 1979) que 1 a DAB u t i  l i s é e  par  l e s  

premiers auteurs, a marqué un progrés d é c i s i f  dans c e t t e  méthode. E l  l e  

peut  ê t r e  en e f f e t  u t i l i s é e  à l a  f o i s  pour v i s u a l i s e r  l e s  afférences à une 



rég ion  donnée (pa r  t ranspor t  ré t rograde à p a r t i r  des terminaisons 

axonales présentes dans c e t t e  rég ion)  e t  l e s  efférentes d'une popu la t ion  

neuronale (par  t ranspor t  antérograde à p a r t i r  des corps c e l l u l a i r e s ) .  Les 

pr inc ipaux  avantages de l a  méthode t i ennen t  au f a i t  que 1 ' a c t i v i t é  

enzymatique de 1 a péroxydase e s t  b ien  préservée t o u t  au long de l a  

procédure expérimentale, que l a  technique de mise en évidence 

h is tochimique e s t  simple, e t  su r tou t  que l e  p rodu i t  de réac t i on  o f f r e  une 

bonne s t a b i l i t é  dans l e  temps (revue dans NASSEL, 1983). 

D 'autres p rodu i t s  o n t  é t é  proposés pour é tud ie r  l e s  connexions 

in ter-neuronales.  La p l u p a r t  d ' e n t r e  eux sont  des co lo rants  f luorescents,  

ou f 1 uorochromes, qu i  possèdent également des propr ié tés  de m ig ra t i on  

i ntra-axonale . Le premier u t i  1  i sé a é t é  1 'EVANS BLUE (STEWARD e t  

SCOVILLE, 19761, s u i v i  rapidement par  de nombreuses autres substances 

f 1 uorescentes (KUYPERS e t  a l . ,  1977, 1979, 1980 ; VAN DER KOOY e t  a l . ,  

1978 ; BENTIVOGLIO e t  al., 1979a,b, 1980a,b). Dans n o t r e  étude, en p l u s  de 

1 a péroxydase, deux composés f luorescents  on t  é t é  u t i l i s é s  : l e  DAPI - 
(KUYPERS e t  al . ,  1977 ; YEZIERSKY e t  BOWKER, 1981) e t  l e  - P I  (KUYPERS e t  

a l . ,  1979). Les ra isons ayant d i c t é  l e  choix de ces fluorochromes seront  

exposées p lus  l o i n .  Nous mettrons à p a r t  l e  LY, composé qui ,  b ien  que - 
présentant aussi des propr ié tés  de t ranspor t  ré t rograde (STEWARD, 1981 1, 
n ' a  é t é  u t i l i s é  dans ce  t r a v a i l  qu'au cours des i n j e c t i o n s  

i n t r a c e l l  u l  a i  res. 

Les propr ié tés  de l a  péroxydase, except ion f a i t e  des mécanismes 

de l 'endocytose qu i  res ten t  beaucoup moins connus (KEY e t  G I O R G I ,  19871, 

on t  f a i t  1  ' o b j e t  de t r è s  nombreuses études quant à 1 ' i n t e r n a l i s a t i o n  du 

p r o d u i t  e t  à son t ranspor t  i ntra-axonal , aux compartiments sub-ce1 l u 1  a i r e s  

impl iqués dans l e  stockage e t  l a  dégradation de 1 'enzyme e t  aux 

d i f fé ren tes  cond i t ions  permettant d 'op t im iser  c e t t e  technique de marquage. 

Une synthèse de ces données appara î t  dans MESULAM (1 982). Beaucoup moins 

docunentées sont 1 es propr ié tés  des f 1 uorochromes qu i ,  comme dans n o t r e  

étude, sont pr incipalement u t i l i s é s  comme t raceurs  rétrogrades, b ien  que 

l a  p l u p a r t  présentent également l a  f a c u l t é  de migrer  de manière 

antérograde (KUYPERS e t  a l . ,  1979 ; ARBUTHNOTT e t  al., 1982). 

Sans r e v e n i r  en d é t a i l  sur l e s  considérat ions l i é e s  aux 

p rop r ié tés  des t raceu rs  u t i l i s é s  i c i ,  i 1 f a u t  sou1 igner  ce r ta ins  p o i n t s  

q u i  se révè len t  importants pour 1 ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s  : 



- mécani smes de capture des t raceurs.  

- t ranspor t  in t ra-axonal  b i -d i rec t i onne l  des t raceurs.  

- s i t e  eff icace de capture des t raceurs  à l'emplacement de 

1  ' i n j e c t i o n .  

- compatibi l i t é  des t raceurs  e n t r e  eux e t  combinaison avec 

1  a  technique immunocytochimique. 

- marquage d'éléments névrogl iques. 

- u t i l i s a t i o n  des t raceurs  " i n  v i t r o " .  

B - Mécanismes de capture des t raceu rs  

Les ce1 l u1  es nerveuses ont  1  a  p rop r ié té  d '  in te rna1 i ser par  

endocytose cer ta ines  molëcul es exogènes, de 1  es stocker dans des organ i tes  

e t  de l e s  t ranspor te r  l e  long de l e u r s  axones. 

1  ) Péroxydase 

a  - Incorpora t ion  dans l e  neurone -- 
L ' e f f i c a c i t é  de 1  a  péroxydase, comme c e l a  a  é té  montré 

récemment (KEY e t  G I O R G I ,  1987), t i e n t  su r tou t  au f a i t  que l e s  so lu t i ons  

u t i l i s é e s  cont iennent pr incipalement des iso-enzymes chargées posit ivement 

q u i  se f i x e n t  sur  1  a  membrane grâce à des i n te rac t i ons  é lec t ros ta t iques ,  

sans s p é c i f i c i t é  v i s -à -v i s  du type ce1 l u l a i r e .  Comme 1 ' ind ique l a  f i g u r e  

28, 1  ' i nco rpo ra t i on  de 1  'enzyme peut s ' e f f ec tue r  à d i f f é r e n t s  niveaux du 

neurone : termina i  son axonique (a) ,  corps ce1 1  u l a i r e  (b )  e t /ou  dendr i tes  

( c l ,  axone sect ionné (d) .  Seuls l e s  axones i n t a c t s  t raversant  l e  s i t e  

d  ' i n j e c t i o n  ( e l  ne pourra ient  f a i r e  1 ' o b j e t  d'une incorpora t ion  de 1  a  

substance. 

b  - Marquage de type "so l ide"  - 
La possib i  l i t é  d'une m ig ra t i on  in t ra -axona le  aussi b ien  

dans 1  e  sens ré t rograde qu 'antérograde après i n t roduc t i on  du t raceur  dans 

un axone de passage se t rouvant  sect ionné au cours de 1 ' app l i ca t i on  (F ig .  

28d), représentera 1  a  p r i n c i p a l e  d i f f i c u l t é  dans 1  ' i n t e r p r é t a t i o n  des 

r é s u l t a t s .  



FIGURE 28 : Types d ' i n c o r p o r a t i o n  e t  d e  t r a n s p o r t  de l a  
péroxydase dans l e s  c e l l u l e s  nerveuses ( d ' a p r è s  MESULAM, 
1982) .  L a  zone sombre r e p r é s e n t e  l e  s i t e  d ' i n j e c t i o n  e t  
ses  l i m i t e s .  

a )  I n c o r p o r a t i o n  de l a  péroxydase p a r  une 
t e r m i n a i s o n  axon ique  i n t a c t e .  Il s ' e n  s u i t  un t r a n s p o r t  
r é t r o g r a d e  de l 'enzyme 2 l ' i n t é r i e u r  de l ' a x o n e  j usque  
dans l e  p é r i c a r y o n  e t  l e s  d e n d r i t e s .  Le  mêne marquage 
p o u r r a i t  ê t r e  o b t e n u  s i  l ' i n c o r p o r a t i o n  e t a i t  r é a l i s é e  au 
n i v e a u  d 'une c o l l a t é r a l e  axon ique.  

b )  I n c o r p o r a t i o n  de l a  péroxydase p a r  u n  co rps  
c e l l u l a i r e  i n t a c t  s u i v i e  d ' u n  t r a n s p o r t  a n t e r o g r a d e  en 
d i r e c t i o n  de l a  t e r m i n a i s o n  nerveuse. 

c )  I n c o r p o r a t i o n  de l a  péroxydase p a r  des 
d e n d r i t e s  i n t a c t e s ,  donnant  l i e u  2 u n  marquage du 
p é r i c a r y o n  e t  des  branches axoniques. 

d) I n c o r p o r a t i o n  de l a  péroxydase p a r  u n  axone 
sec t i onné .  L a  p é n é t r a t i o n  de l ' enzyme  dans l a  p a r t i e  
p r o x i m a l e  d e  l ' a x o n e  e n t r a f n e  u n  t r a n s p o r t  de  t y p e  
r é t r o g r a d e  v e r s  l e  p é r i c a r y o n .  Ce marquage de l a  p a r t i e  
d i s t a l e  de l ' a x o n e  se r é a l i s e  p r i n c i p a l e m e n t  p a r  d i f f u s i o n  
i n t r a - c y t o p l a s m i q u e .  

e )  L ' i n c o r p o r a t i o n  de l a  pCroxydase p a r  u n  axone 
i n t a c t  t r a v e r s a n t  l e  s i t e  d ' i n j e c t i o n  ne s e  p r o d u i t  pas. 



En p lus  du marquage de type g r a n u l a i r e  1  e  p lus souvent 

observé l o r s  d'un t ranspor t  ré t rograde de péroxydase, un a u t r e  type de 

marquage, d i t  " so l  ide"  (KEEFER, 19781, p o u r r a i t  ca rac té r i se r  

1  ' i ncorporat i  on de 1  'enzyme par  une f i b r e  sectionnée. Ce t ype  de marquage 

p l u s  in tense e s t  en e f fe t  observé lorsque 1  a  péroxydase e s t  i n t r o d u i t e  

dans des f i b r e s  sectionnées (ADAMS e t  WARR, 1976 ; KEEFER, 1978 ; KEEFER 

e t  al . ,  1980 ; MORRELL e t  al., 1981). 11 a  cependant é t é  également observé 

1  orsque des modi f icat ions de l a  technique permettent s o i t  l e  t ranspor t  

d 'une p lus  grande quan t i t é  de péroxydase (KEEFER, 1978 ; WEST e t  BLACK, 

1979 ; KEEFER e t  al . ,  1980) s o i t  1  ' a c t i v a t i o n  du t ranspor t  rét rograde 

(MORRELL e t  al., 1981). En conséquence, 1 a  présence d 'un marquage de type 

" s o l  ide"  n ' e s t  pas 1  ' i n d i c e  sûr d '  une pénét ra t ion  du t raceu r  dans une 

f i b r e  sectionnée. De plus, l o r s  d ' i n j e c t i o n s  de péroxydase au contact de 

f i b r e s  s e c t i  onnées, 1  es deux types de marquage (granul  a i r e  e t  "so l  i de "  ) 

peuvent t r è s  b ien  coex i s te r  (ADAMS, 1977) où a l o r s  l e  marquage granu la i re  

ê t r e  l e  seul présent (KRISTENSSON e t  OLSSON, 1976 ; ANDERSON e t  a l  ., 1979 

; MALMGREN e t  OLSSON, 1979 ; MESULAM, 1982). 11 apparaf t  e n f i n  (MESULAM, 

1982) que 1  a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  marquage g ranu la i re  (correspondant à un 

axone i ntac t )  e t  marquage "so l  ide"  (correspondant à un axone sectionné) ne 

pu isse  ê t r e  va lab le  lorsque 1  a  TMB e s t  u t i l i s é e  comme agent chromogène, e t  

que dans ce cas, un t ranspor t  rét rograde à p a r t i r  des terminaisons 

i n t a c t e s  puisse donner l i e u  aussi à un marquage de type "so l ide" .  

11 sera no té  dans no t re  t r a v a i l  que des neurones appartenant à 

deux populat ions d i s t i n c t e s  se p r o j e t a n t  vers une rég ion  commune ayant 

reçu  une app l i ca t i on  de péroxydase révè len t  respectivement un marquage de 

t ype  g ranu la i re  e t  un marquage de t ype  "sol ide" .  Cela ind ique de t o u t e  

évidence que l e s  neurones on t  des propr ié tés  d i f f é r e n t e s  de pompage, de 

t r a n s p o r t  e t  de stockage de 1  'enzyme. Ces propr ié tés  peuvent en t ra îner  une 

accumulation p lus  ou moins importante de péroxydase dans l e  corps 

ce1 l u l a i r e ,  c e  qu i  se t r a d u i t  par  un aspect d i f f é r e n t  des péricaryons 

marqués. A c e  su je t ,  i 1 a  é t é  montré (POULAIN, 1983) que l e s  populat ions 

marquées de manière "so l ide"  dans n o t r e  étude présenta ien t  un aspect 

typiquement g ranu la i re  1  orsque 1  a  concentrat ion d8H202 é t a i t  r é d u i t e  (0,5 

m l  au l i e u  de 2 m l  ) au cours de 1  a  réac t i on  hi;tochimique. Il f a u t  

sou1 igner  également que l e  niveau d ' a c t i v i t é  é l e c t r i q u e  du neurone e s t  

directement en rappor t  avec 1  es propr ié tés  d  'endocytose au n i  veau des 



terminaisons e t  de t ranspor t  i ntra-axonal (LITCHY, 1973 ; COOKE e t  al . ,  

1975 ; ROGERS e t  al . ,  1980). 

2 1 F l  uorochromes 

Peu de données sont r e l a t i v e s  à l ' i n c o r p o r a t i o n  des composés 

f 1 uorescents dans 1 a ce1 l u l e  nerveuse. On peut supposer (SCHMUED e t  

FALLON, 1986) que cer ta ines  propr ié tés  physiques du co lo ran t  (charge, 

s o l  ubi 1 i té, t a i  1 le. .  .) 1 'empêchent de t rave rse r  passivement 1 a membrane. 

Il f a u t  a l o r s  admettre que, comme l a  péroxydase, l e  f luorochrome puisse se 

f i x e r  sur  1 a membrane par  i n t e r a c t i o n  é lec t ros ta t i que  e t  s o i t  i n t e r n a l i  sé 

par  endocytose. En f a i t  , 1 es arguments recuei  Il i s dans 1 a 1 i t t é r a t u r e  

(PAYNE, 1987) tendent p l u t ô t  à démontrer que l e s  fluorochromes sont  

i ncorporés uniquement par  des axones sectionnés, a l o r s  que l e s  données 

concernant 1 a poss ib i  1 i t é  d ' incorpora t ion  de ces p rodu i t s  par des 

membranes i n t a c t e s  sont cont rad ic to i res .  11 semble cependant évident que 

1 es f 1 uorochromes sont  incorporés par  endocytose au n i  veau des 

terminaisons axoniques ( i n t a c t e s )  é tan t  donné que des i n j e c t i o n s  par v o i e  

i ntraveineuse de p lus ieu rs  de ces composés (VAN DER KRANS e t  HOOGLAND, 

1983) conduisent à un marquage rét rograde des neurones du système nerveux 

c e n t r a l  se p r o j e t a n t  vers l e s  régions dénuées de b a r r i ë r e  hémato- 

encéphalique. 

En ce qu i  concerne p l  us précisément 1 es f 1 uorochromes u t i  1 i sés 

dans c e t t e  étude, il a é t é  démontré que l e  DAPI e t  l e  P I  é t a i e n t  

i ncorporés eff icacement par  des axones sectionnés ( ILLERT e t  al., 1982), 

mais on peut supposer q u ' i l s  sont également i n t e r n a l i s é s  par  endocytose au 

n iveau des te rmina i  sons nerveuses. 

C - T r a n s ~ o r t  in t ra-axonal  b i -d i rec t i onne l  des t raceurs  

1 ) Transport rét rograde 

La péroxydase, 1 ors de son t ranspor t  rétrograde, e s t  véhiculée 

dans des vésicules qui,  du f a i t  de l e u r  p e t i t e  t a i l l e ,  sont i n v i s i b l e s  au 
microscope opt ique (LA VAIL e t  LA VAIL, 1974 ; TURNER e t  HARRIS, 1974). 

Ceci exp l ique l 'absence de marquage des axones soumis à ce type de 



t ranspor t .  Au niveau du corps ce1 1 u l a i r e ,  1 es vésicules se concentrent 

près du complexe de Golgi  e t  fusionnent avec l e s  lysosomes, d'où l e u r  

dégradat ion assez rap ide  (LA VAIL e t  LA VAIL, 1974 ; TURNER e t  HARRIS, 

1974 ; BROADWELL e t  BRIGHTMAN, 1979). Ce processus donnera 1 i e u  à 

1 ' appa r i t i on  de granules v i s i b l e s  au microscope opt ique qui  conféreront au 

cytoplasme du pér icaryon son aspect c a r a c t é r i s t i q u e  (marquage de t y p e  

granu la i re ) .  La v i t esse  du t ranspor t  ré t rograde de 1 a péroxydase e s t  

évaluée de 84 à 11 3 mm/ j o u r  (MESULAM, 1982). 

LeS mécani smes de t ranspor t  rét rograde des f 1 uorochromes 

semblent, dans 1 ' hypothèse d'une i nco rpo ra t i on  par  endocytose, découl e r  

de propr ié tés  semblables. Après des périodes de surv ie  p l u s  longues que 

c e l l e s  nécessaires pour l a  péroxydase, l a  concentrat ion du t raceu r  diminue 

dans 1 'axone, tand is  q u ' e l  l e  augmente dans l e  pér icaryon (SCHMUED e t  

FALLON, 1986). 

2 )  Transport antérograde 

D'après MESULAM e t  MUFSON (1  980), l e  t ranspor t  antérograde de 

l a  péroxydase s 'e f fec tue  de manière a c t i v e  e t  rap ide  à p a r t i r  d 'un corps  

ce1 lu1  a i r e  i n t a c t  ou lésé. Sa v i t esse  e s t  évaluée à 288 à 432 mm/jour. Le 

d é l a i  nécessaire à 1 ' i n t e r n a l i s a t i o n  de l a  substance es t  p l u s  élevé que 

dans l e  cas d'une incorpora t ion  par  l a  terminaison nerveuse (60  s au l i e u  

de 15 s ) .  Ce t ranspor t  a c t i f  r ap ide  e s t  assuré par  l e s  microtubules 

(SOTELO e t  RICHE, 1974 ; ALONSO e t  ASSENMACHER, 1978). Bien q u ' i n v i s i b l e s  

au microscope optique, l e s  vésicules u n i t a i r e s  on t  tendance à se 

regrouper, ce qu i  permet, en u t i l i s a n t  l a  TMB, de met t re en évidence un 

p r o d u i t  de réac t i on  g ranu la i re  dans l e s  axones, lequel  révè le  l e  dé ta i  1 de 

1 eur morpho1 ogi e e t  ca rac té r i se  1 e t ranspor t  antérograde de 1 a péroxydase 

(MESULAM e t  BRUSHART, 1979). Les axones présentent a l o r s  un aspect ponctué 

en "corde à noeuds" ou en " p o i n t i l l é s " ,  selon q u ' i l s  apparaissent 

1 ongi tudinalement ou transversalement, en f o n c t i o n  du p lan  de sec t ion  de 

1 a r é g i  on marquée. 

11 f a u t  s igna ler  qu 'à  p rox im i té  du s i t e  d ' i n j e c t i o n  de l a  

péroxydase (PUGH e t  STERN, 1984), comme c ' e s t  tou jours  l e  cas l o r s  

d 'expériences réa l i sées  sur  tranches " i n  v i t r o " ,  1 e t ranspor t  antérograde 

de 1 'enzyme se ca rac té r i se  p l u t ô t  par un marquage dense e t  homogène des 

axones (MASON e t  al., 1984). Ce marquage peut s igna ler  une s imple 



d i f fus ion  intra-cytoplasmique du t raceur  (ne met tant  pas en j e u  de 

t r a n s p o r t  antérograde a c t i f )  qu i  i n t e r v i e n t  à p a r t i r  de po r t i ons  d'axones 

sectionnés e t  peut se  manifester sur  25 mm (MESULAM e t  BRUSHART, 1979). 

Dans 1 a prat ique, i 1 n ' e x i s t e  malheureusement aucun moyen de déterminer s i  

1  e marquage observé p rov ien t  d'une incorpora t ion  de 1 a péroxydase par  un 

corps ce1 l u1  a i r e  i n t a c t  ou par  un axone lésé. La technique d ' a p p l i c a t i o n  

de l a  péroxydase dans n o t r e  étude (é lec t rode de f a i b l e  diamètre, courants 

d ' é j e c t i o n  i ontophorétique minimes) ne d o i t  cependant p rodu i re  qu'une 

l é s i o n  peu importante du t i s s u  nerveux. 

Le t ranspor t  de c e r t a i n s  f l  uorochromes e s t  également poss ib le  

dans l e  sens antérograde (KUYPERS e t  a l  ., 1979 ; ARBUTHNOTT e t  a l  ., 1982). 

Toutefois n i  l e  DAPI  (ASCHOFF e t  HOLLANDER, 1982) n i  l e  P I  (KUYPERS e t  

a l . ,  1979) ne semblent ê t r e  t ransportés efficacement de manière 

antérograde. 

D - S i t e  e f f i cace de capture des t raceurs  à l'emplacement de l ' i n j e c t i o n  

En r è g l e  générale, a i n s i  que de nombreuses études l ' o n t  montré 

(revue dans WARR e t  a l  ., 1981), c ' e s t  au cent re  de 1 ' i n j e c t i o n ,  l à  où se 

t rouve  r é a l i s é e  l a  p lus  f o r t e  concentrat ion de péroxydase, que l e s  

mécanismes d ' i  ncorporat ion de 1 'enzyme par  1 es terminai  sons nerveuses sont  

l e s  p l u s  ef f icaces.  Il e s t  t o u t e f o i s  probable que l e  t ranspor t  ré t rograde 

puisse n a î t r e  de régions p l u s  éloignées du cen t re  de 1 ' i n j e c t i o n ,  où 1 a 

concentrat ion de 1 'enzyme va en décroissant (AHLSEN, 1981). 

Dans une d e s c r i p t i o n  t r è s  préc ise  du s i t e  d ' i n j e c t i o n  des 

f 1 uorochromes, CONDE (1 987) pa rv ien t  aux mêmes conclusions. Le t ranspor t  

ré t rograde des t raceurs  s ' e f f e c t u e r a i t  à p a r t i r  de l a  zone cen t ra le  du  

s i t e  d ' i n j e c t i o n ,  t a n d i s  que l e s  zones concentriques successives, b ien  que 

f luorescentes, ne donneraient pas 1 i e u  à une capture s u f f i s a n t e  du composé 

pour q u ' i  1  puisse ê t r e  impl iqué dans l e s  mécanismes about issant au 

marquage des corps c e l l u l a i r e s .  C'est  en se basant sur ce p r i nc ipe  que 

nous avons décidé d 'app l iquer  sous forme c r i s t a l 1  i n e  l e s  t raceurs  c h o i s i s  

pour c e t t e  étude . 



Impl an ta t ion  de c r i  staux de péroxydase 

L  ' appl i c a t i  on de péroxydase sous forme c r i s t a l  1  i ne, t o u t  comme 

par  i ontophorèse, g a r a n t i t  une f o r t e  concentrat ion de t raceu r  au s i  t e  

c h o i s i .  Ce n  ' es t  pas l e  cas l o r s  de m ic ro - i n jec t i ons  de 1  a  substance 

d i l u é e  qu i  d i f fuse a l o r s  1  argement dans l e  t i s s u  nerveux. L '  imp lan ta t ion  

de péroxydase sous forme c r i  s t a l  1  i ne présente un avantage supplémentaire 

1  i é  au f a i t  que l a  substance se s o l u b i l i s e  lentement, ce q u i  condui t  à un 

marquage des corps c e l l u l a i r e s  p l u s  important au p o i n t  de vue q u a n t i t a t i f  

e t  q u a l i t a t i f  (GRIFFIN e t  al . ,  1979). Le procédé d ' imp lan ta t i on  u t i l i s é  

dans c e t t e  étude e s t  basé sur l a  technique d é c r i t e  par WELLER e t  SMITH 

(1981). 11 f a u t n o t e r  qu'aumoment d e l ' i m p l a n t a t i o n ,  l ' e x p u l s i o n d u  

bouchon de c i r e  denta i re  provoque une d i s s o c i a t i o n  du t i s s u  favorab le  à 

une i nco rpo ra t i on  du t raceur  par l e s  axones de passage q u i  se t rouven t  

a i n s i  sectionnés. 

Impl a n t a t i  on de c r i s t a u x  de composés f 1 uorescents 

En ce qu i  concerne l e s  f l  uorochromes, des expériences 

préalables de m ic ro - i n jec t i on  des substances ( fa ib lement  so lubles)  mises 

en suspension par  s o n i f i c a t i o n  on t  montré que l e s  produ i ts  d i f f u s a i e n t  

1  argement dans l e  t i s s u  nerveux, t o u t  comme 1  a  péroxydase appliquée de 1 a 

même manière. Des essais cons is tan t  à é j e c t e r  l e s  fluorochromes pa r  

iontophorèse on t  donné des r é s u l t a t s  t r ë s  inconstants, comme ce la  a v a i t  

d é j à  é t é  s igna lé  par  ALHEID e t  CARLSEN (1  982). Nous avons donc étendu 1  a 

technique d ' imp lan ta t i on  de péroxydase sous forme c r i s t a l 1  i n e  à 

1  ' a p p l i c a t i o n  des fluorochromes. Cet te  technique a  également é t é  u t i  1  i sée 

par  HUMBERTSON e t  K IRK (1983) e t  LIND (1986). 

E - Comoatibi l i t é  des t raceurs  e n t r e  eux e t  combinaison avec 1  a  techniaue 

i mmunocytochimique 

L  ' u t i l i s a t i o n  de 2 p rodu i t s  (ou p l  us) présentant des p rop r ié tés  

de t ranspor t  rét rograde a  ouver t  l a  perspect ive de pouvoir  démontrer 1  a  

c o l  l a t é r a l i s a t i o n  d'axones qu i  engagent l e u r s  r a m i f i c a t i o n s  dans des 

p r o j e c t i o n s  d i f f é ren tes .  Cet te méthode r e q u i e r t  1  a  facu l  t é  de pouvo i r  



observer a l t e r n a t i  vement ou simul t a n h e n t  dans 1 e p é r i  caryon 1 es p r o d u i t s  

qu i ,  i n j e c t é s  dans des p a r t i e s  d i s t i n c t e s  du système nerveux, on t  migré de 

manière rét rograde jusqu'au corps ce1 1 u l  a i r e  d ' o r i g i  ne. 

La  mise en évidence simultanée de l a  péroxydase e t  d'un a u t r e  

t raceu r  e s t  possible: par  exemple travaux de CESARO e t  a l .  (1979), KATAN 

e t  a l .  (1982) e t  CAVADA e t  a l .  (1984), mais d i f f i c i l e  techniquement s i  

1 'on considère 1 es i nconvéni ents que présente 1 a révé l  a t i o n  h i  stochimique 

par  rappor t  aux avantages qu 'o f f ren t  l e s  fluorochromes, mis  en évidence 

directement 'sous i l l u n i n a t i o n  adéquate. L 'assoc ia t ion  de p lus ieu rs  

f 1 uorochromes peut a i n s i  donner 1 i e u  à un double (KUYPERS e t  a l . ,  1977 ; 

VAN DER KOOY, 1978 ; BENTIVOGLIO e t  al . ,  1979a,b) ou même un t r i p l e  

marquage (STAINES e t  a l  . , 1988) de neurones i ndi  v i  duel S. 

1 ) App l i ca t i on  de p lus ieu rs  t raceurs  f luorescents  : choix des 

t raceurs  

Dans no t re  étude, l e  choix de deux fluorochromes permettant de 

me t t re  en évidence une p r o j e c t i o n  double de neurones i n d i v i d u e l s  a é t é  

d i c t é e  par  1 a nécessi t é  de d i f f é r e n c i e r  l e s  f l  uorochromes présents dans 

l e s  péricaryons en r é a l i s a n t  des e x c i t a t i o n s  successives de longueurs 

d'onde d i f fé ren tes .  On peut a i n s i  observer l ' ém iss ion  de f luorescence 

correspondant à chaque f 1 uorochrome e t  d i s t i ngue r  ceux-ci  à 1 ' i n t é r i e u r  de 

c e l l u l e s  d i s t i nc tes ,  aussi b ien  qu 'à  l ' i n t é r i e u r  d 'une même c e l l u l e  . 
Notre choix s ' e s t  po r te  sur l e  DAPI e t  l e  P I  à cause de l e u r s  

va leurs  spectra les b i e n  d i s t i n c t e s  (F ig.  29).  L '  e x c i t a t i o n  maximale 

agissant  sur l e  DAPI se s i t u e  vers 350 nm e t  1 'émission de f luorescence a 

une 1 ongueur d'onde moyenne de 500 nm, dans 1 e domaine du b leu-ver t .  Pour 

l e  PI, 1 ' e x c i t a t i o n  e s t  r é a l i s é e  vers 340 e t  500 nm e t  1 'émission de 

fluorescence a une longueur d'onde dans l e  domaine du rouge vers 600 nrn. 

Pour ces deux composés, l e s  spectres d ' e x c i t a t i o n  comme l e s  spectres 

d'émission on t  donc des valeurs b i e n  tranchées. Le b loc  de f i l t r e s  l e  p l u s  

i nd iqué  pour l e  DAPI e s t  l e  b loc  A ( f i l t r e  d ' e x c i t a t i o n  = BP 340-380 nrn, 

1 ongueurs d '  onde mesurëes au m i  1 i e u  du p i c )  , 1 e f 1 uorochrome donnant a l o r s  

une t e i n t e  b l e u  b r i l l a n t  aux neurones qui  l e  contiennent. Nous avons 

remarqué cependant que 1 ' u t i l i s a t i o n  du b loc  de f i l t r e s  D ( f i l t r e  

d ' e x c i t a t i o n  = BP 355-425 nm) à bande p lus  l a rge  ,donnait une image p l u s  



c l a i r e ,  b i e n  que moins contrastée e t  f a c i  l i t a i  t 1 'observat ion à f a i b l e  

grossissement. Les neurones marqués apparaissent a l o r s  ver ts .  

FIGURE 29 : Spectres d ' e x c i t a t i o n  e t  d'émission des t r o i s  
marqueurs f l uo rescen ts  u t i l i s é s  pour  c e t t e  é tude  conne 
t r a c e u r s  r6 t rogrades  ou  marqueurs immunocytochiniques : 

s p e c t r e  d ' e x c i t a t i o n  spec t re  d 'émiss ion 
P 1 - 
D A P  1 11œ-œ-œ ----_---__ 
F ITC .....a...... ................... 

Pour l e  spec t re  d ' e x c i t a t i o n ,  l a  courbe i n d i q u e  
l 1 e f f i c a c i t 6  de l ' e x c i t a t i o n  pour  l a  longueur  d'onde 
correspondante. 
Pour l e  spec t re  d'émission, l a  courbe ind ique  l ' i n t e n s i t é  
de l a  l u n i è r e  émise l o r s q u e  l e  f luorochrome e s t  e x c i t 6  p a r  
l a  longueur d'onde d ' e x c i t a t i o n  maximale. 
Les  gammes de longueurs  d'ondes e f f i c a c e s  des f i l t r e s  
u t i l i s é s  pour  c e t t e  étude son t  représentés au dessus des 
courbes. 
(d 'ap rès  HOKFELT e t  a l .  83b e t  BECKER "La microscopie en 
f l u o r e ~ c e n c e ~ ~ ,  LEITZ, 85) 



Les neurones marqués par  l e  P I  on t  tou jours  é t é  observés avec 

l e  b loc  de f i l t r e s  N2 ( f i l t r e  d ' e x c i t a t i o n  = BP 530-560 nm). 

2) Combinaison de 1 a technique des t raceurs  f luorescents avec 

1 a technique immunocytochimique 

L I  u t i l i s a t i o n  de t raceurs  f luorescents  dans des expériences de 

t ranspor t  rét rograde e s t  t o u t  à f a i t  compatible avec l a  dé tec t i on  

imnunocytochimique du p r o d u i t  é laboré par  l e s  neurones mis en évidence au 

cours de ces expériences (revues dans HOKFELT e t  al., 1983b ; CONDE, 

1 987). C ' est, par  rappor t  à 1 a péroxydase, 1 ' un des p r i  ncipaux avantages 

de 1 ' u t i  1 i s a t i  on des p rodu i t s  f 1 uorescents pour l esquel s, en outre, 1 a 

f i x a t i o n  du t i s s u  ne soulève pas de problèmes majeurs. La f i x a t i o n  du 

t i s s u  peut donc ê t r e  adaptée au pro toco le  de l a  dé tec t i on  

i mmunocytochimique. L '  absence d 'un  t ra i tement  p réa l  ab1 e pour r é v é l e r  l e  

p r o d u i t  accumulé dans l e  corps ce1 lu1  a i r e  après t ranspor t  in t ra-axonique 

permet une c o m p a t i b i l i t é  t o t a l e  avec 1 a mise en évidence 

i mmunocytochimique. 

Le f l  uorochrome u t i l i s é  pour marquer 1 'an t icorps  dans 1 a 

technique imnunocytochimique e s t  l e  FITC. Ce composé f 1 uorescent dont  

1 ' e x c i t a t i o n  maximale se s i t u e  vers 490 nm e t  1 'émission de f luorescence 

e n t r e  500 e t  550 nm appara i t  ver t .  Le b loc  de f i l t r e  I2 ( f i l t r e  

d ' e x c i t a t i o n  = BP 450-490 nm) e s t  opt imal pour ce composé. Bien que l e s  

courbes d'émission du DAPI e t  du FITC se chevauchent pa r t i e l l emen t  ( F i g .  

291, ces deux composés ont  quand même é t é  associés dans nos expériences 

v i s a n t  à r é a l i s e r  un double marquage par  t ranspor t  ré t rograde e t  pa r  

i mmunocytochimi e. En e f f e t ,  dans ces expériences de double marquage, 1 a 

f luorescence du fluorochrome présent dans l e  pér icaryon après t r a n s p o r t  

ré t rograde e s t  fortement atténuée par  1 a procédure de révé l  a t i  on 

imnunocytochimique. 11 f a 1  l a i t  donc c h o i s i r  un composé donnant 1 a 

f luorescence l a  p l u s  v i v e  e t  l a  p l u s  pe rs i s tan te  après t r a n s p o r t  

rét rograde.  Ces cond i t ions  sont réa l i sées  avec l e  DAPI qui ,  de plus, e s t  

un des fluorochromes qu i  donne des r é s u l t a t s  quant i ta t ivement  comparables 

à ceux obtenus avec 1 a péroxydase (ASCHOFF e t  HOLLANDER, 1982) . Les 

e x c i t a t i o n s  maximales agissant sur  l e  D A P I  e t  l e  FITC sont suffisamment 

tranchées (respectivement 350 nm e t  490 nm) pour que l e u r  d i f f é r e n c i a t i o n  

s o i t  n e t t e  en passant du b loc  de f i l t r e s  A (ou D) au b l o c  de f i l t r e s  12. 



F - Marquage d'éléments névrogl iques 

Lors de 1 ' u t i  1 i sat ion  de c e r t a i n s  f 1 uorochromes dans des 

expériences de marquage par vo ie  rétrograde, en p a r t i c u l i e r  du DAPI 

(ASCHOFF e t  HOLLANDER, 19821, il a é t é  constaté, comme dans l a  présente 

étude, une accumul a t i o n  de ce1 l u l e s  g l i a l e s  autour des pér icaryons 

marqués. Les ce1 l u 1  es g l  i a l  es apparai ssent comme des p e t i t s  noyaux ronds 

f luorescents, - ce qu i  l e s  d i s t i ngue  t o u t  à f a i t  des corps c e l l u l a i r e s  

neuronaux reconnus comme ayant accumulé 1 e p rodu i t  t ranspor té  par v o i e  

axonale de manière rét rograde.  Il f a u t  supposer que l a  présence de ces 

ce1 1 u les g l i a l e s  s o i t  1 ' i n d i c e  d'une ex t rus ion  du f l  uorochrome consécut ive 

à son accumulation dans l e  pér icaryon (BENTIVOGLIO e t  al . ,  1980b). Cet te  

d i f f us ion  du p r o d u i t  hors du neurone marqué par  t ranspor t  ré t rograde ne 

pose aucun problème d ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s  s i  e l l e  n ' a b o u t i t  qu 'à  

une c o l o r a t i o n  des ce1 lu1  es g l i a l e s ,  f a c i  lement i d e n t i f i a b l e s .  Que c e t t e  

d i f f us ion  puisse donner l i e u  à un marquage de c e l l u l e s  nerveuses vo is ines  

c o n d u i r a i t  au c o n t r a i r e  à des er reurs  importantes dans 1 'éva lua t ion  des 

populat ions marquées par t ranspor t  rétrograde. Malheureusement, comme 1 e 

sou l igne CONDE (19871, l e  problème r e s t e  posé. 

La présence de ce1 1 u l  es g l  i a l  es f 1 uorescentes es t  d '  au t re  p a r t  

associée à un t ranspor t  antérograde du t raceu r  qu i  s'accompagnerait d 'une 

d i f f us ion  de ce de rn ie r  t o u t  au long de son parcours in t ra -axona l  

(ARBUTHNOTT e t  al., 1982). Comme c e l a  a dé jà  é t é  signalé, l e  DAPI ne donne 

pas l i e u  à un t ranspor t  antérograde. On pourra donc considérer que l e  

marquage des ce1 1 u! es g l  i ales e s t  r e s t r e i n t  aux seul es zones comportant 

des péricaryons marqués après t ranspor t  rétrograde. 

G - U t i l i s a t i o n  des t raceurs  " i n  v i t r o "  

Avec 1 ' a p p a r i t i o n  des modèles " i n  v i  t r o u  de tranches de cerveau 

maintenues en surv ie,  il é t a i t  t en tan t  de transposer à ces préparat ions 

1 es techniques de marquage neuronique u t i  1 i sant 1 es t raceurs  i n t r a -  

axonaux. Leur p r i n c i p a l  avantage cons is te  évidemment à pouvoir  1 ocal i s e r  

sous loupe b inocul  a i r e  1 a s t ruc tu re  devant recevo i r  1 ' i n j e c t i o n  du 

t raceu r .  MASON e t  a l .  (1984) on t  é t é  l e s  premiers à u t i l i s e r  ce  modèle 



pour r é a l  i ser des i n j e c t i o n s  de péroxydase dans 1  es noyaux supraoptiques 

du r a t .  Cet te opérat ion a  permis l e  marquage des corps c e l l u l a i r e s  e t  l e  

t r a n s p o r t  antérograde de 1  'enzyme à d is tance dans l e s  prolongements 

axoniques reconnaissables à l e u r  aspect f i n  e t  " p o i n t i  1  l é "  e t  carac tér isés  

par  de nombreuses images de c o l l a t é r a l i  sat ion. 

Depuis, peu d'études on t  u t i l i s é  c e t t e  approche (SRETAVAN e t  

SHATZ, 1984 ; EKSTROM, 1985 ; BERNARDO e t  al . ,  1986; BERNARDO e t  WOOLSEY, 

1987). BERNARDO e t  a l .  (1986) no ten t  que 1  ' a p p l i c a t i o n  de péroxydase " i n  

v i t r o "  ne per tu rbe  pas l e s  p rop r ié tés  de 1  'enzyme quant à sa pénét ra t ion  

dans 1  es éléments nerveux e t  à sa mobi l i t é  in t ra-axonale.  Comme c e t  

auteur, nous avons v é r i f  i é que 1  'aspect des neurones marqués " i n  v i t r o " ,  

ne d i f f é r a i t  pas de ce qu i  e s t  observé " i n  v ivou,  aussi b i e n  pour l e s  

corps ce1 l u1  a i res  observés après t ranspor t  rét rograde que pour 1  es 

prolongements ayant donné l i e u  à un t ranspor t  antérograde. 

T r o i  s  po i  n t s  seront  cependant évoqués, qu i  pour ra ien t  avo i r  des 

conséquences sur  1  'aspect du marquage observé " i n  v i t r o "  : 

- premièrement, i 1 f a u t  considérer l e  temps 1  i m i t é  de main t ien  

en s u r v i e  de l a  tranche (5 heures environ) par  rappor t  au temps de s u r v i e  

de 1  'animal après 1  ' i n j e c t i o n  de péroxydase (24 heures). Dans nos 

préparat ions, ce temps de su rv ie  p lus  l i m i t é  a  semblé f a v o r i s e r  l e  

t r a n s p o r t  antérograde au détr iment  du t ranspor t  rétrograde. Le marquage 

des pro1 ongements nerveux par  t ranspor t  antérograde é t a i t  t ou jou rs  i n tense  

a l o r s  que 1  es neurones i d e n t i f i é s  après t ranspor t  ré t rograde présenta ient  

un p rodu i t  de réac t i on  à peine s u f f i s a n t  pour permettre une bonne 

observat ion. Cet te p a r t i c u l a r i t é  peut  probablement s ' exp l i que r  par  l a  

d i f férence e x i s t a n t  e n t r e  l e s  v i tesses  de t ranspor t  dans l e s  deux 

d i r e c t i o n s  de 1  'axone, 1  a  v i t e s s e  é t a n t  beaucoup moins importante pour l e  

t r a n s p o r t  ré t rograde . 
- deuxièmement, 1  ' u t i l i s a t i o n  de l a  tranche qu i  peut m o d i f i e r  

1  ' a c t i  v i t e  é l e c t r i q u e  des. neurones à 1  aquel l e  1  es processus d'endocytose 

e t  de t ranspor t  de l a  péroxydase sont ét ro i tement  1  i é s  (LITCHY, 1973 ; 

COOKE e t  al . ,  1975). Les éléments nerveux en p a r t i c u l i e r  ne sont pas 

soumis à 1  ' a c t i o n  des anesthésiques dont l e  r ô l e  dans l a  mod i f i ca t i on  du 

t r a n s p o r t  a c t i f  de 1  'enzyme a  é t é  soul igné (ROGERS e t  a l  ., 1980). De p lus ,  

c e r t a i  nes catégor ies de neurones sont p r ivées  de l e u r s  afférences 

i n h i b i t r i c e s  ou e x c i t a t r i c e s ,  ce  qu i  peut mod i f i e r  1  eur rythme de décharge 

e t  donc 1  eurs possib i  li tés  de t ranspor t  i ntra-axonal . 



- un dern ie r  p o i n t  e n f i n  e s t  inhérent  à 1 ' u t i l i s a t i o n  même d"un 

"fragment" de t i s s u  sect ionné comprenant de ce f a i t  un grand nombre de 

prolongements nerveux coupés au niveau des p l  ans de sec t ion  de l a  tranche. 

A l o r s  qu'une exocytose de péroxydase par  l e s  terminaisons axoniques 

i ntac tes  après t ranspor t  antérograde e s t  un phénomène rare, v o i r e  

i nexi s tan t  (MESULAM, 19821, i 1 e s t  probable que 1 'enzyme, après t ranspor t  

depuis 1 e corps c e l l u l a i r e ,  puisse ê t r e  1 ibérée par  un axone sectionné . 
Nous avons observé sur  nos préparat ions que des zones s u p e r f i c i e l l e s  

correspondant à une p r o j e c t i o n  compacte de prolongements emplis de 

péroxydase se ca rac té r i sa ien t  par  un p r o d u i t  de r é a c t i o n  t r è s  i n tense  

formant une "tache". Bien que c e l a  ne puisse ê t r e  prouvé, i 1 f a u t  t e n i r  

compte de 1 a p o s s i b i l i t é  que ces "taches" correspondent à une s o r t i e  de l a  

péroxydase des axones sectionnés. Il f a u t  supposer cependant que, même s i  

c e l a  é t a i t  l e  cas, l e s  quant i tés  de péroxydase l i bé rées  se ra ien t  

i nsuff i  santes pour i n i t i e r  un nouveau processus d 'endocytose pouvant mener 

à un t ranspor t  in t ra-axonal  de 1 'enzyme. 



II' - ETUDE DES EFFERENCES DU NOYAU MAGNOCELLULAIRE DORSAL VERS L'EMINENCE ........................................................................................ .................................................................................... 
MEDIANE --------- ------ 

De nombreuses études imrnunocytochimiques ont démontré l a  

présence d'enképhal i nes dans 1 'EM du Rat e t  du Cobaye (HOKFELT e t  al . ,  

1977 ; SAR e t  a l . ,  1978 ; TRAMU e t  LEONARDELLI, 1979 ; BEAUVILLAIN e t  a l . ,  

1980 ; MICEVYCH e t  ELDE, 1980 ; WAMSLEY e t  a l . ,  1980 ; FINLEY e t  al . ,  1981 

; TRAMU e t  a l . ,  1981 ; BEAUVILLAIN e t  al . ,  1984). Chez l e  Cobaye, f a i s a n t  

s u i t e  à des observat ions à 1 ' éche l l e  opt ique (TRAMU e t  LEONARDELLI, 1979 ; 

TRAMU e t  al . ,  1981), une analyse u l  t r a s t r u c t u r a l e  a démontré que 1 es 

enképhalines é t a i e n t  présentes sous forme de granules immunoréactifs dans 

1 es terminai  sons nerveuses de 1 a zone pa l  issadique de 1 'EM (BEAUVILLAIN e t  

al . ,  1980), ce q u i  ind ique que l e  pept ide  peut ê t r e  l i b é r é  dans l e s  

capi  11 a i res  du plexus por te  hypothalamo-hypophysaire. 

L ' o r i g i n e  de 1 a p r o j e c t i o n  enképhalinergique vers 1 a zone 

externe de 1 'EM n ' a  pas f a i t  1 ' o b j e t  d 'études systématiques. D'après l e s  

observat ions réa l i sées  chez l e  Rat, e l  l e  p o u r r a i t  ê t r e  recherchée dans 

1 'hypothalamus médio-basal (ROMAGNANO e t  a l . ,  1982) ou dans l a  p a r t i e  

p a r v i c e l l u l a i r e  du NPV, l à  où une p e t i t e  populat ion de neurones con t i en t  à 

1 a f o i s  1 es enképhal ines  e t  1 e CRF (HOKFELT e t  al., 1983a ; DAIKOKU e t  

a l . ,  1985 1. Il é t a i t  in té ressant  de rechercher s i  l e  NMD pouva i t  

con t r i bue r  à 1 ' innerva t ion  enképhal inerg ique de 1 'EM. 

A - Lésions é l e c t r o l y t i q u e s  du noyau magnocel lu la i re dorsal  

A f i n  de déceler une éventuel1 e r e l a t i o n  d i r e c t e  en t re  l e  NMD e t  

1 ' i n f  undi bulum, des d e s t r u c t i  ons du noyau u n i  1 a téra les  (6  animaux) ( F i  g . 
30 a, b )  e t  b i l a t é r a l e s  ( 5  animaux) (F ig .  339) ont é t é  réa l i sées .  Par une 

technique i mrnunocytochimique, 1 es terminaisons enképhal i nergiques on t  



FIGURE 30 

- Destruct ion du noyau magnocel l u l a i r e  dorsal (coupes f ron ta les ,  

c o l o r a t i o n  à l a  t h i o n i n e ) .  

a )  Local i s a t i  on du noyau magnocel 1 u l  a i r e  dorsa l  

Barre de c a l i b r a t i o n  : 200 pm 

b )  Aspect, après 6 j ou rs  de survie, d'une l é s i o n  é l e c t r o l y t i q u e  

ayant d é t r u i t  1 e noyau magnocel 1 u l  a i r e  dorsa l .  

Barre de ca l  i b r a t i o n  : 200 pm 

- Marquage immunocytochimique a n t i  -enképhal i n e  dans 1 'éminence 

médiane après 1 és i  ons b i  1 a té ra les  du noyau magnocell u l  a i r e  dorsa l  (coupes 

f r o n t a l e s )  . 

c )  Rostralement, une immunoréact iv i té anti-enképhal i n e  e s t  

détectée dans l e  noyau arqué, l e  bord externe e t  l e  bord 

i nterne (autour du recessus i n f  undi bu1 a i r e )  de 1 ' éminence 

médiane. 

Barre de c a l i b r a t i o n  : 200 pm 

d) Caudal ement, 1 e marquage sur 1 e bord externe de 1 'éminence 

médiane, a i n s i  qu'autour des anses cap i  l l a i r e s  du système 

p o r t e  e s t  par t i cu l iè rement  intense. De p lus ,  i 1 f a u t  no te r  l e  

marquage de corps c e l l u l a i r e s  dans l e  lobe an té r i eu r  de 

1 ' hypophyse. 

Barre de c a l i b r a t i o n  : 200 pm 

- Marquage immunocytochimique a n t i  -enképhal i n e  de 1 ' éminence médiane 

d 'un  animal témoin, n 'ayant subi aucune lés ion ,  dans des p lans  de coupe 

f ron taux  équivalents. 

e,f) On ne note pas de d i f f é rence  s i g n i f i c a t i v e  dans l e  marquage 

de c e t  animal témoin avec l e s  animaux ayant subi une lés ion .  

Barre de c a l i b r a t i o n  : 200 pm 





ensu i te  é t é  révélées e t  observées dans 1 'EM. 

Après comparaison en t re  l e s  animaux lésés (temps de su rv ie  de 9 

à 27 j o u r s )  (F ig .  30 c, d) e t  l e s  animaux témoins (F ig .  30 e, f ) ,  c ' e s t  à 

d i r e  n 'ayant  pas subi de l é s i o n  du NMD mais dont l e s  coupes de 1 'EM o n t  

é t é  t r a i t é e s  de manière conjo inte,  il n ' a  jamais é t é  remarqué de 

d i f férence dans 1 ' i n t e n s i t é  e t  1 'abondance du marquage observé dans 1 'EM. 

Dans tous l e s  cas, aprës l és ions  u n i l a t é r a l e s  ou b i l a t é r a l e s ,  

de t r è s  nombreuses terminai  sons nerveuses enképhali nergiques sont  

observées, comme chez 1 es animaux témoins, autour des vaisseaux du p lexus 

p o r t e  dans 1 a couche s u p e r f i c i e l l e  de 1 'EM, a i n s i  qu'autour des boucles 

c a p i l l a i r e s  longues e t  courtes. Un au t re  cont ingent  de f i b r e s  nerveuses 

immunoréactives e s t  également observé dans l a  couche i n te rne  de 1 'EM a i n s i  

que dans 1 a zone de j o n c t i o n  en t re  l e  noyau arqué e t  l a  l è v r e  dorsale de 

1'EM (F ig .  30c). 

B - I n j e c t i o n s  in t raveineuses de péroxydase 

Les r é s u l t a t s  obtenus après des t ruc t ion  é l e c t r o l y t i q u e  

u n i  l a t é r a l e  ou b i  l a t é r a l e  du NMD s u i v i e  de 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  des 

te rm i  nai sons enképhal i nergi  ques immunoréacti ves dans 1 'EM 1 a i  ssent  

supposer que l e s  neurones enképhalinergiques du NMD ne se p r o j e t t e n t  pas 

vers  1 'EM. Ce p o i n t  a é t é  préc isé par  une aut re  méthode permettant de 

déterminer 1 ' o r i g i n e  des neurones à dest inée i nfundibul a i  r e  chez 1 e 

Cobaye, a f i n  de prouver d é f i n i  t ivement qu'  i 1 n 'ex i  s t a i t  pas de r e l a t i o n  

d i r e c t e  en t re  l e  NMD e t  1 'EM. 

La méthode cons is tan t  à i n j e c t e r  un t raceur  doué de p rop r ié tés  

de t ranspor t  rét rograde directement dans 1'EM e s t  pa r t i cu l i è remen t  

dé1 i c a t e  à appl iquer  chez l e  Cobaye. L ' i n j e c t i o n  de péroxydase dans 1 'EM 

pa r  iontophorèse après une approche stéréotax ique par vo ie  dorsa le  a é t é  

r é a l i s é e  par  LECHAN e t  a l .  (1980) chez l e  Rat e t  par  POULAIN (1979) chez 

l e  Cobaye. Toutefo is  c e t t e  approche, compliquée chez l e  Cobaye p a r  

1 ' imprécis ion stéréotaxique, rend t r è s  a l é a t o i r e  1 a p o s s i b i l i t é  de 

r e s t r e i n d r e  1 ' i n j e c t i o n  du t raceur  à l a  seule EM e t  l e s  r é s u l t a t s  son t  

t r è s  d i f f i c i l e s  à i n t e r p r é t e r .  

Une aut re  approche cons is tan t  à exposer 1 'EM par d i ssec t i on  de 

1 a rég ion  parapharyngée e t  à appl iquer  directement l e  t raceu r  sous 



c o n t r ô l e  v i s u e l  a é t é  pra t iquée chez l e  Rat (WIEGAND e t  PRICE, 1980 ; 

LECHAN e t  a l . ,  1982 ; SILVERMAN e t  a l . ,  1987) mais e s t  i r r é a l i s a b l e  chez 

l e  Cobaye é t a n t  donné l a  morphologie d i f f é r e n t e  de l a  sphère buccale chez 

c e t  animal. 

Le problème de 1 ' o r i g i n e  des neurones à dest inée i nfundibul  a i  r e  

a donc é t é  appréhendé dans no t re  t r a v a i l  par  i n j e c t i o n  in t raveineuse de 

péroxydase. 11 e s t  en e f f e t  prouvé que p lus ieu rs  régions du cerveau qu i  

possédent des c a p i l l a i r e s  fenêtrés,  donc perméables, permettent un échange 

b i - d i r e c t i o n n e l  de pro té ines  e n t r e  l e  sang e t  l e  t i s s u  nerveux (BALIN e t  

a l . ,  1986). Ces régions, dénuées de b a r r i è r e  hémato-encéphal ique, 

comprennent 1 'EM, - mais aussi 1 'organe vascul a i r e  de 1 a 1 ame terminale, 

1 'organe subf o rn i ca l ,  1 'area postrema e t  1 'organe sous-commissural 

(organes c i r cunven t r i cu l  a i  res )  a i n s i  que 1 ' hypophyse (1 obes pos tér ieur  e t  

a n t é r i e u r )  e t  1 'épiphyse. Les neurones ayant accès à ces régions e t  dont  

1 es te rmina i  sons se s i  t uen t  dans 1 es espaces pér ivascu la i res  des 

cap i  11 a i r e s  perméables auront  1 a possi b i  1 i t é  de capter  1 a péroxydase 

i n t r o d u i t e  dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine. Il e s t  b i e n  démontré (revue dans 

JENNES e t  STUMPF, 1986) que l a  péroxydase t ransportée dans l e  sang va, au 

n i  veau des capi Il a i res  perméables, ê t r e  i ncorporée dans 1 es terminai  sons 

axoniques par  endocytose p u i s  t ransportée de manière ré t rograde l e  long de 

1 'axone e t  en f in  s'accwnuler dans l e  péricaryon, permettant a i n s i  l a  

dé tec t i on  du corps ce1 l u 1  a i r e  d ' o r i g i n e .  La méthode e s t  par t i cu l iè rement  

appropriée à 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  des ce1 l u l e s  neuroendocrines dont 1 es 

te rm ina i  sons nerveuses about i  ssent au contact  des capi  11 a i r e s  fenêtrés de 

1'EM e t  du lobe pos tér ieur  de l 'hypophyse (BROADWELL e t  BRIGHTMAN, 1983). 

Dans 1 a desc r ip t i on  o r i g i n a l e  de 1 a méthode appliquée à 1 a Sour is  

(BROADWELL e t  BRIGHTMAN, 1976), i 1 a v a i t  dé jà  é t é  montré que l a  p lus f o r t e  

concent ra t ion  de neurones marqués après i n j e c t i o n  in t raveineuse de 

péroxydase é t a i t  observée dans 1 'hypothalamus. La méthode a ensui t e  é t é  

mise à p r o f i t  chez d i f f é ren ts  mamnifères pour é t u d i e r  1 a l o c a l i s a t i o n  e t  

1 a morpho1 ogi e des neurones hypothalamiques magnocell u l  a i  r e s  abouti ssant 

au lobe pos té r i eu r  de l 'hypophyse (THEODOSIS e t  al., 1976 ; ARMSTRONG e t  

HATTON, 1980 ; THEODOSIS, 1982) a i n s i  que c e l l e  des neurones 

p a r v i c e l l u l a i r e s  se terminant dans 1 'EM (VAN DEN POL e t  CASSIDY, 1982 ; 

JENNES e t  STUMPF , 1 986 ; Y OUNGSTROM e t  NUMEZ, 1 987 ; SILVERMAN e t  a l  . , 
1987). 

11 fau t  b ien  remarquer que tous l e s  t i s s u s  possédant des 



c a p i l l a i r e s  perméables sont i n f i l t r é s  simultanément au cours de 

1 ' i n j e c t i o n  in t raveineuse de 1 a péroxydase. Cela cons t i t ue  l e  p r i n c i p a l  

désavantage de 1 a méthode qu i  ne permet pas de d é f i n i r  exactement parmi 

l e s  organes dénués de b a r r i è r e  hémato-encéphalique c e l u i  (ou  ceux) q u i  

reço ivent  l e s  p ro jec t i ons  nerveuses. 

1 )  Incorpora t ion  de l a  péroxydase au niveau de l 'hypothalamus 

e t  de 1 ' hypophyse 

A 1 a s u i t e  des i n j e c t i o n s  par  vo ie  i n t r a j u g u l a i r e  de 50 à 100 

r g  de péroxydase chez 6 animaux, une zone intensément marquée, ind iquant  

donc une f o r t e  concentrat ion du marqueur, e s t  v i s i b l e  dans l a  

neurohypophyse, 1'EM e t  l e  noyau arqué. L' imprégnation du noyau arqué par  

l a  péroxydase t ransportée dans l e  sang e s t  un phénomène dé jà  s igna lé  par  

LEONHARDT e t  EBERHARDT (1  972), BROADWELL e t  BRIGHTMAN (1 976) e t  VAN DEN 

POL e t  CASSIDY (1982). Ces auteurs no tent  que quelques minutes après 

1 ' i n j e c t i o n  de péroxydase, i 1 se p r o d u i t  une f o r t e  ex t rus ion  de 1 'enzyme 

dans 1 'EM, 1 'enzyme d i f f u s a n t  ensui te dorsalement dans l e  noyau arqué, 

sans t o u t e f o i s  a t t e i n d r e  l e s  noyaux ventromédians proches. Dans n o t r e  

ma té r i e l ,  avec 1 ' u t i l i s a t i o n  du TMB comme chromogène, t o u t e  1 a r é g i  on 

tubé ra le  (EM e t  noyau arqué) e s t  obscurcie par  un f o r t  p rodu i t  de r é a c t i o n  

( F i g  . 31b) qu i  masque 1 es neurones tubéro- i  nfundi bu1 a i res  e t  1 es va i  sseaux 

qu i ,  par  a i  1 leurs ,  dans t o u t  1 ' hypothalamus, sont  b ien  apparents c a r  

for tement  r é a c t i f s .  

2)  Topographi e des neurones hypothalamiques marqués 

Dans 1 ' hypothal amus, des ce1 1 u l  es réac t i ves  présentent, au 

niveau du soma e t  des branches dendr i t iques proximales, une r é a c t i o n  

granul  a i r e  t o u t  à f a i t  ca rac té r i s t i que  d'un t ranspor t  ré t rograde de 

péroxydase à p a r t i r  de 1 eurs terminai  sons nerveuses (F ig.  31e). 

Des groupes de neurones magnocel 1 u l  a i  res  sont  observés dans 1 e 
noyau supra-optique, dont on d i s t i ngue  t r è s  b ien  l a  p a r t i e  

r é t r o c h i  asmatique qu i  s 'é tend à l a  manière d 'un  f e r  à cheval ouver t  vers  

1 ' infundibulum, t o u t  à l a  base du cerveau (F ig.  31a). Les p a r t i e s  

1 a téra les  e t  p é r i v e n t r i c u l  a i res  du NPV (F ig .  31 a, c )  sont abondamment 

pourvues en éléments magnocell u l  a i  r es  marqués. Ent re  ces deux régions, 1 a 



FIGURE 31 

M i  crophotographi e des ce1 1 ul es marquées dans 1 ' hypothal amus après 
i njections intraveineuses de péroxydase (coupes frontales) .  

a )  Absence de marquage au niveau du  noyau magnocel lu la i re  dorsal 
( f 1 èche). Les corps ce1 1 ul ai res marqués par 1 a péroxydase sont 
présents dans l e  noyau paraventriculaire e t  l a  par t ie  
rétrochi asmatique du  noyau supraoptique (pointes de flèches).  
Barre de calibration : 206 p m  

b )  Sur une coupe plus postérieure, des cellules marquées par l a  
péroxydase apparaissent dans 1 e quadrant dorso-1 atéral de 1 ' a i r e  
péri fornicale (noyau paraventriculaire accessoire, i ndiqué par 
une flèche).  I l  faut  noter l a  diffusion du produit de révélation 
de 1 a péroxydase au niveau de 1 'éminence médi ane ainsi que dans 
1 a portion du noyau arqué qui 1 ui e s t  adjacente. 
Barre de calibration : 220 pm 

c )  Grossissement du noyau paraventriculaire montrant 1 a réparti t ion 
des neurones magnocel lulaires  dans l a  partie la té ra le  du noyau 
paraventriculaire ( N P V m )  e t  l e  long du 3e ventricule. Dans l a  
partie médi ane du noyau (NPVp) ,  l e s  cellules sont principalement 
de type parvicel lu1 aire.  

NPVm = Noyau paraventricul aire, pars magnocel lu la r i s  
NPVp = Noyau paraventriculaire, pars parvicel lulari  s 

Barre de calibration : 59 Pm 

d )  Détail d u  noyau paraventriculaire accessoire observé plus 
caudal ement . 
Barre de cal ibration : 59pm 

e )  Détai 1 des péricaryons du noyau paraventricul a i r e  accessoire 
Barre de cal ibration : 10 yrn 





masse du NPV e s t  sur tou t  const i tuée de neurones p a r v i c e l l u l  a i  res  marqués 

(F ig .  31c). Un groupe important de neurones magnocel lulaires associé à un 

r i c h e  réseau de vaisseaux sanguins se s i t u e  dorsolatéralement aux colonnes 

du fo rn i x  (F ig.  31 b, d l .  La composante 1 a p lus  dorsale de ce  groupe de 

neurones (F ig  . 31b 1, appelée noyau paravent r icu l  a i r e  accessoire dans 

1 ' a t l a s  de POULAIN (19741, correspond au groupe des "ce1 l u l e s  

neurosécrétr ices accessoires 1 II3" de 1 a c l  a s s i f i c a t i  on de PALKOVITS e t  

a l .  (1974) chez l e  Rat. Plus extérieurement (F ig .  31d) l a  composante 

l a t é r a l e  de ce groupe de neurones peut -ê t re  ass imi lée "au noyau f o r n i c a l  

an tér ieur "  du Rat d é c r i t  par PETERSON (1 966), correspondant au groupe 

" I I I 2 '  de l a  c l a s s i f i c a t i o n  de PALKOVITS e t  a l .  (1974). Des groupes denses 

de neurones magnocell u l  a i  res on t  également é t é  observés dans 1 ' a i r e  

rét rochiasmat ique autour de l a  po in te  ven t ra le  du 3e vent r icu le .  

De nombreux éléments p a r v i c e l l  u l  a i res  sont  dispersés dans 1 es 

p a r t i e s  médianes e t  1 a téra les  de 1 ' a i r e  hypothalamique antér ieure  au 

vois inage du noyau suprachiasmatique, dans l ' a i r e  préopt ique au niveau de 

1 a s t r i e  te rmina le  e t  du noyau commissural an té r i eu r  (PETERSON, 19661, 

a i n s i  que dans l e  noyau t r i a n g u l a i r e  e t  t o u t  au long de l a  r é g i o n  

p é r i v e n t r i c u l a i r e .  Des c e l l u l e s  iso lées,  p a r f o i s  de grande t a i l l e ,  sont  

observées dans 1 ' hypothalamus 1 a té ra l  (HL 1. 
Ces i n j e c t i o n s  réa l i sées  chez d i f f é ren ts  animaux o n t  donné des 

r é s u l t a t s  t r è s  semblables e t  l e s  dessins de l a  f i g u r e  32 t racés  à l a  

chambre c l a i r e  pour un animal, donnent un aperçu exact des observat ions 

réa l i sées  dans 1 eur ensemble. 

En conclusion, l e s  r é s u l t a t s  obtenus après i n j e c t i o n  i n t r a -  

veineuse de péroxydase ind iquent  de t o u t e  évidence que l e s  neurones du NMD 

ne sont pas engagés dans une p r o j e c t i o n  neuro-hémale que l l e  q u ' e l l e  s o i t .  

Aucune c e l l u l e  marquée n ' a  en e f fe t  é t é  observée dans l es  l i m i t e s  du NMD 

s u r  aucun des animaux. En conséquence, i 1 e s t  démontré que l e s  c e l l u l e s  du  

NMD ne se p r o j e t t e n t  pas vers 1 'EM, ce qu i  v i e n t  corroborer  l e s  r é s u l t a t s  

obtenus à 1 'a ide  des 1 ésions é lec t ro l y t i ques .  



FIGURE 32 

Dessins rea l i r6s  à l a  chambre c l a i r e  de eoupes frontales s é r i b s  
d'hypothalams indtquant l a  r & a r t i t i o n  topographique des péricaryons 
marques apres une i n j e c t i  on i ntravel nause de p&roxydase. 

- Les .figures soat o r i e n t h s  de 1 a.,partie rosltrale de, 1 'bypathalaiaus 

( a )  vers l e s  r6gions caudales (m). Las zones hachurees correspondent aux 
regions de d i f fus ion  de 1 a pijroxydase dans 1 '&inence médiane e t  l e  noyau 
arque adjacent (coupes de 1 M) ri). #$ 
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L ' i nne rva t i on  enképhal i nergique du SL e s t  p a r t i  cu l  ièrement 

r i c h e .  La présence de nombreuses f i b r e s  e t  te rmina i  sons 

enképhal inergiques, p lus  p a r t i c u l  ièrement abondantes dans 1 a p a r t i e  

pos tér ieure  j ux ta -ven t r i cu l  a i r e  du noyau, a é t é  notée par  tous l e s  auteurs 

ayant é tud ié  l a  d i s t r i b u t i o n  des s t ruc tu res  immunoréactives dans l e  septum 

à l a  f o i s  chez l e  Rat (HOKFELT e t  a l  ., 1977 ; SIMANTOV e t  al . ,  1977 ; 

WATSON e t  al . ,  1977 ; SAR e t  al . ,  1978 ; WAMSLEY e t  a l . ,  1980 ; FINLEY e t -  

a l  . , 1 981 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON , 1 981 ; ONTENIENTE e t  a l  . , 1982 

; GALL e t  MOORE, 1984 ; PETRUSZ e t  a l . ,  1985 ; PALKOVITZ e t  BROWNSTEIN, 

1985) e t  chez l e  Cobaye (TRAMU e t  a l . ,  1981 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  

LARSSON, 1981, 1983 ; BEAUVILLAIN e t  a l . ,  1983). 

Des corps ce1 1 u l  a i res  enképhal i nergi  ques, généralement m i  s en 

évidence après app l i ca t i on  de Colchicine, ont  également é t é  d é c r i t s  dans 

1 e SL par  c e r t a i n s  de ces auteurs (HOKFELT e t  a l . ,  1977 ; WAMSLEY e t  a l  . , 
1980 ; FINLEY e t  a l  ., 1981 ; ONTENIENTE e t  al . ,  1982 ; GALL e t  MOORE, 1984 

; PETRUSZ e t  a l  . , 1985 ; ONTENIENTE-KAH, 1987) chez 1 e Rat e t  TRAMU e t  a l  . 
(1981) chez l e  Cobaye. Une confusion peut surven i r  quant à 1 'ex is tence de 

t e l  s corps ce1 l u 1  a i res  enképhal inergiques, t o u t  au moins dans 1 a p a r t i e  

j u x t a - v e n t r i c u l a i r e  du SL. Il a en e f f e t  é t é  reconnu chez l e  Rat que, dans 

c e t t e  r é g i  on, 1 es images de corps ce1 l u 1  a i r e s  immunoréactifs 

correspondaient en f a i t  à des corps c e l l u l a i r e s  non immunoréactifs 

entourés d'une accumulation dense de terminaisons nerveuses 

enképhal inergiques, a l  ors que 1 es corps ce1 1 u l  a i res  enképhal i nergi ques 

proprement d i t s  é t a i e n t  l oca l i sés  dans l e  septum antér ieur  e t  dans 1 a 

p a r t i e  p lus  médiane du SL (GALL e t  MOORE, 1984 ; PETRUSZ e t  a l . ,  1985). 

Préa l  ablement, 1 ' e x i  stence d'arrangements p é r i c e l  l u l a i  res  de te rmina i  sons 

nerveuses enképhal i nergiques autour de neurones (non i d e n t i f i é s )  de 1 a 



p a r t i e  j ux ta -ven t r i cu l  a i r e  du SL a v a i t  é t é  démontrée à 1 ' éche l l e  

u l t r a s t r u c t u r a l e  par  BEAUVILLAIN e t  a l .  (1983) e t  STENGAARD-PEDERSEN e t  

LARSSON (1983). Il faut  conclure de 1 'ensemble de ces observations que l a  

p a r t i e  l a t é r a l e  du SL présente seulement une accmu la t i on  dense de f i b r e s  

e t  terminaisons nerveuses enképhalinergiques e t  que, t o u t  au moins chez l e  

Rat, des corps ce1 1 u l a i r e s  enképhal inerg iques sont présents dans 1 e SL 

mais l o c a l i s é s  dans l e s  p a r t i e s  p l u s  médianes de c e t t e  même s t ruc ture .  En 

conséquence, 1 ' innerva t ion  s i  r i c h e  du SL peut ê t r e  amenée, au moins en 

p a r t i e ,  par  1 es neurones enképhal i nergiques du septum 1 u i  -même (ceux-ci  

f a i  sant o f f i ce  d' interneurones à p r o j e c t i o n  cour te  (GALL e t  MOORE, 1984) ) 

mais également par  des f i b r e s  dont  1 ' o r i g i n e  r e s t a i t  à découvr i r .  Un des 

o b j e c t i f s  de ce t r a v a i  1 é t a i t  de rechercher s i  l e  NMD pouva i t  p a r t i c i p e r  à 

1 ' innerva t ion  enképhal i nergi que du SL. 

A - Lésions é l  ec t ro l y t i ques  du noyau magnocel 1 u l  a i  r e  dorsal 

Les animaux ayant subi une des t ruc t i on  un i1  a té ra le  (6  animaux) 

ou b i l a t é r a l e  (5 animaux) du NMD ( c f  p 100) ont  é t é  u t i l i s é s  dans l e  b u t  

de déceler  une éventuel le  r e l a t i o n  en t re  l e  NMD e t  l e  SL. 

1 ) Lésions 61 ec t ro l v t i aues  un i  l a t é r a l e s  

A l a  s u i t e  de lés ions  u n i l a t é r a l e s  ayant d é t r u i t  entiërement l e  

NMD ( F i g  . 33f ) ,  une f o r t e  dép lé t ion  du ma té r ie l  immunoréactif v i s -à -v i s  

des enképhalines a é t é  notée dans l e  SL des animaux lésés, en comparaison 

avec l e s  animaux témoins (n 'ayant  pas reçu de l é s i o n  du NMD mais dont  l e s  

coupes de 1 'EM on t  é t é  t r a i t é e s  de manière con jo in te ) .  Cet te dép lé t i on  e s t  

p l u s  par t i cu l iè rement  n e t t e  du c ô t é  de 1 ' i n j e c t i o n  (F ig.  33 a, b, d l .  

Ce t te  d iminut ion  du  ma té r ie l  immunoréactif e s t  aussi p l u s  importante dans 

1 a p a r t i e  pos tér ieure  du SL, OU e l  l e  in te resse l e s  subd iv is ions  dorsale e t  

v e n t r a l e  (SLd e t  SLv). 

P lus antérieurement, on observe des deux côtés du SL une 

c e r t a i n e  symétr ie dans l a  r é p a r t i t i o n  du ma té r ie l  immunoréactif. Un examen 

a t t e n t i f  montre t o u t e f o i s  que 1 a densi t é  des te rmina i  sons nerveuses 

marquées e s t  moins importante du c ô t é  de 1 ' i n j e c t i o n ,  

Dans l a  p a r t i e  an tér ieure  du septum, l e s  t e r r i t o i r e s  marqués ne 



Marquage immunocytochimique an t i -enképha l ine  sur  des coupes 

f r o n t a l e s  du septum après d e s t r u c t i o n  u n i 1  a t é r a l e  e t  b i l a t é r a l e  du noyau 

magnocel 1  u l  a i r e  dorsa l  . 

a, b )  Marquage a n t i  -enképhal i ne dans 1 a p a r t i e  caudale du septum 

1 a t é r a l  après 1 és ion  u n i  1  a t é r a l  e  du noyau magnocel 1  u l  a i r e  do rsa l  

d r o i t .  Les 2 microphotographies on t  é t é  p r i s e s  sur  l a  même coupe. 

Noter  l a  dimi 'nut ion du p r o d u i t  de r é v é l a t i o n  de  l a  péroxydase du 

c ô t é  de l a  l é s i o n  ( f l èche )  p a r  r appo r t  à 1  ' a u t r e  côté. 

Bar re  de c a l i b r a t i o n  : 258 ym 

c )  Absence de marquage ant i -enképhal ine dans l a  p a r t i e  caudale du 

septum 1 a t é r a l  après 1 é s i  on b i  1  a t é r a l  e  du noyau magnocel 1  u l  a i  r e  

do rsa l .  

Bar re  de c a l  i b r a t i o n  : 258 pm 

d )  D é t a i l  du marquage ant i -enképhal ine de l a  r é g i o n  ind iquée  par  l e s  

po in tes  de f l èches  s u r  1  a  f i g u r e  a ) .  Les terminaisons nerveuses 

enképhal i nerg i  ques immunoréacti ves en touren t  1  es p é r i  caryons du 

septum l a t é r a l  e t  en r é v é l e n t  1  'aspect. 

Bar re  de c a l i b r a t i o n  : 22 pm 

e )  D é t a i l  du marquage ant i -enképhal ine dans 1 a rég ion  ind iquée  p a r  

des po in tes  de  f l è c h e s  sur  l a  f i g u r e  c )  présentant  l a  d im inu t i on  

impor tante d u  marquage des f i b r e s  e t  terminaisons nerveuses. En 

comparaison avec ce q u i  e s t  observé en d l ,  on remarque que seul  

un p e t i t  nombre de f i b r e s  marquées e s t  encore v i s i b l e .  

Ba r re  de c a l i b r a t i o n  : 22 pm 

f ) Lés i  on u n i  1  a t é r a l  e  du  noyau magnocel 1  u l  a i  r e  do rsa l .  

Bar re  de c a l  i b r a t i  on : 200 pm 

g ) Lés i  on b i  1  a t é r a l e  du noyau magnocel 1  u l  a i r e  dorsa l .  

Bar re  de c a l i b r a t i o n  : 1 mm 





représentent  que quelques i l ô t s  disséminés dans l e  septum l a t é r a l  dorsal  

e t  l e  septum 1  a té ra l  in te rméd ia i re  (SLi ) .  Dans c e t t e  région, n i  l a  dens i té  

des te rmina i  sons nerveuses marquées, n i  l a  l o c a l i s a t i o n  de ces 

terminaisons ne présentent de d i f fé rences en t re  l e s  deux côtés du septum. 

2 )  Lésions é l e c t r o l y t i q u e s  b i  1  atéra les 

Des des t ruc t ions  b i l a t é r a l e s  du NMD (Fig.  339) o n t  é té  s u i v i e s  

d  ' une d iminut ion  t r è s  importante du nombre des f i b r e s  e t  terminai  sons 

nerveuses immunoréactives dans l e  SL chez tous l e s  animaux ayant subi l e s  

1  ésions ( F i g  . 33c), comparativement aux animaux témoins. Seules de r a r e s  

e t  cour tes po r t i ons  de f i b r e s  nerveuses immunoréactives sont a lo rs  encore 

observables ( F i g  . 33e). Le ma té r ie l  immunoréactif pers i  s t a n t  après 1  es 

l és ions  b i l a t é r a l e s  du NMD e s t  négl igeable aussi b ien  dans l e s  rég ions  

caudales que r o s t r a l e s  du SL. 

B - Implantat ions " i n  v ivo"  de t raceurs  dans l e  s e ~ t u m  l a t é r a l  

Les r é s u l t a t s  des expériences de destruct ions é l e c t r o l y t i q u e s  

du NMD, f a i s a n t  é t a t  d 'une f o r t e  dép lé t i on  du ma té r ie l  immunoréactif dans 

1  e  SL, 1  a issent  supposer 1  'ex is tence d'une r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  ces deux 

s t ruc tures .  Toutefois,  1  es l és ions  é l e c t r o l y t i q u e s  touchant à 1  a  f o i s  1  es 

corps ce1 l u l a i r e s  s i t ués  dans l a  rég ion  du NMD e t  des axones en t r a n s i t  

provenant d 'au t res  régions du cerveau, i 1 peut subs is te r  un doute quant à 

1  ' o r i g i n e  r é e l  l e  de 1  a  p r o j e c t i o n  enképhalinergique vers l e  SL. 

Nous avons voulu, a f i n  de préc iser  l e s  r é s u l t a t s  obtenus par  

des t ruc t i on  é l e c t r o l y t i q u e  du NMD : 

- é t a b l i r  de façon d é f i n i t i v e  1  'ex is tence d 'une r e l a t i o n  

d i r e c t e  hypothalamo-septale ayant pour o r ig ine ,  au moins en pa r t i e ,  l e  

NMD. 

- prouver l a  na ture  enképhalinergique d 'un  t rac tus  i s s u  du NMD 

e t  about issant  au SL. 

Pour met t re  en évidence l a  r e l a t i o n  d i r e c t e  en t re  l e s  

terminaisons nerveuses du SL e t  l e s  péricaryons du NMD, nous avons u t i l i s é  

1  a  technique basée sur l e s  propr ié tés  de t ranspor t  in t ra -axona l  rét rograde 



de 1  a  péroxydase e t  de composés f luorescents,  après 1  eur imp lan ta t ion  dans 

l e  SL. 

L  ' assoc ia t ion  du t ranspor t  ré t rograde d  ' un marqueur f 1  uorescent 

avec l a  dé tec t i on  immunocytochimique des enképhalines a  permis d ' a u t r e  

p a r t  de démontrer 1  a  na ture  enképhal inerg ique de 1  a  r e l a t i o n  mise en 

évidence par  t ranspor t  i ntra-axonal rét rograde.  

1  ) ' ~ e s c r i ~ t i o n  du s i t e  d ' i m ~ l  an ta t ion  du t raceur  

a  - S i t u a t i o n  -- du s i t e  d ' imp lan ta t i on  - du t raceur  

Grâce à l a  technique employée, l e  cent re  du s i t e  

d  ' imp lan ta t ion  du t raceur  sous forme c r i s t a l l i n e  e s t  f a c i  lement 

i d e n t i f i a b l e  par  l a  présence du fragment de c i r e  denta i re  qu i  bouchai t  

1  ' o r i f i c e  de l a  p i p e t t e .  

Pour tous l e s  animaux retenus dans c e t t e  étude, t a n t  en c e  

qu i  concerne l e s  implantat ions de c r i s t a u x  de péroxydase que de produ i ts -  

f luorescents,  l e s  s i t e s  d ' imp lan ta t ion  sont centrés dans l e  SL, à m i -  

d is tance de l a commissure blanche antér ieure  e t  des corps cal leux, à 

p rox im i té  de l a  pa ro i  du v e n t r i c u l e  cérébra l  l a t é r a l  (F ig.  34a). Seuls o n t  

é t é  u t i l i s é s  l e s  animaux pour lesquels l e s  zones de d i f f u s i o n  du t raceu r  

é t a i e n t  tou jours  l i m i t é e s  au cô té  de 1  ' i n j e c t i o n  e t  ne f ranch issa ien t  pas 

1  a  1  igne médiane pour a t t e i n d r e  l e  septum con t ro - l a té ra l  . Toutefo is ,  comme 

1  a  zone de d i f f u s i o n  du t raceur  a t t e i g n a i t  tou jours  1  e  v e n t r i c u l e  cérébra l  

1  a té ra l  , ce qu i  a u r a i t  pu conduire à un marquage neuronal aprës d i  l u t i o n  

du  t raceur  dans l e  1  i q u i d e  céphalo-rachidien (EISENMAN, 1985), l e  cerveau 

d  'un animal dans lequel  un c r i s t a l  de t raceur  a v a i t  é t é  i n t r o d u i t  

directement dans l e  v e n t r i c u l e  a  é t é  examiné de manière à s 'assurer  

qu'aucun marquage n ' é t a i t  obtenu dans l e s  régions hypothalamiques 

concernées. 

b - Aspect de l a  rég ion  ayant reçu une app l i ca t i on  de -- - - 
~éroxvdase  

Sur l e s  coupes f r o n t a l e s  passant par  l e  s i t e  

d ' imp lan ta t i on  de l a  péroxydase dans l e  SL, l a  zone cen t ra le  ca rac té r i sée  

pa r  l a  présence du bouchon de c i r e  présente un p r o d u i t  de r é a c t i o n  t r è s  

i ntense. Cet te  zone c e n t r a l e  e s t  e l  le-même entourée d'une rég ion  p l u s  



FIGURE 34 

Microphotographies de ce1 lu les  marquees dans l e  noyau magnocel 1 u la i re  

dorsal apres implantation de cr istaux de pdroxydase dans l e  septum latCral  

( coupes f ron ta l  es). 

a) S i te  d'implantation (é to i le )  des cr istaux de peroxydase dans l e  

septum 1 ateral  . 
Barre de ca l1 brat ion : 1 mm 

b )  Aspect du noyau magnocel lu1 a i re  dorsal correspondant au cadre 

i ndiqud par une f l k h a  sur 1 a f igure  35. 
Barre de ca l ib ra t ion  : 100 ym 

b ?  c )  Neurone marque. Noter que l e  noyau du neurone (n) ne presente pas 

éroxydase. 
1 , ~ y g y  rsiaw*& *,-J,: ir .,- T '+:30'4 

. .-.e? 
ra t i on  -: 70 jm 

d) Neurones marqugs . Noter 1 e marquage granul a i re  du cytop 1 asme. 





c l a i r e  correspondant à l a  zone de d i f f us ion  de l'enzyme. Le passage de l a  

zone c e n t r a l e  à l a  zone pér iphér ique se f a i t  graduellement, sans 

démarcation r é e l l e  (F ig  . 34a). 

c  - Aspect de l a  rég ion  ayant reçu une app l i ca t i on  de DAPI -- - -- 
ou de P I  --- 
Avec l e s  deux fluorochromes u t i l i s é s  : l e  DAPI e t  l e  PI, 

l a  zone c e n t r a l e  de 1 a rég ion  i n j e c t é e  contenant l e  bouchon de c i r e  

apparai t nécrosée. Tout autour, une zone fortement f luorescente ind ique 

une concentrat ion t r è s  f o r t e  du t raceur .  Au delà de ces zones centra les,  

1 ' i n t e n s i t é  de 1 a f 1 uorescence d é c r o i t  progressivement. Cet te  r é g i  on 

pér iphér ique à f luorescence décroissante présente deux zones concentriques 

(F ig .  37a) : 

- une première zone comportant de t r è s  nombreuses ce1 l u l e s  

g l i a l e s  représentées par  un noyau f luorescent  (zone de '  d i f f u s i o n  du 

t raceu r  ) 

- une seconde zone renfermant des neurones marqués b ien  

i d e n t i f i a b l e s  se détachant sur un fond non f luorescent .  

La dé1 i m i t a t i o n  de ces zones e s t  beaucoup moins n e t t e  

cependant pour 1 e P I ,  pour 1 equel 1 ' a i r e  f 1 uorescente s 'estompe 

progressivement en s 'é lo ignant  du cent re  de 1 ' implantat ion.  De plus, l a  

zone de d i f fus ion  de ce  t raceur  s ' é tend  de manière beaucoup p l u s  

importante que dans l e  cas de 1 ' u t i l i s a t i o n  du DAPI. 

2 Loca l i sa t i on  des corps ce1 l u1  a i res  marqués par  t ranspor t  

ré t rograde 

Aprés l e s  implantat ions de péroxydase (15 animaux) e t  de 

fl uorochromes (DAPI : 5 animaux ; P I  : 3 animaux) dans l e  SL, des corps 

ce1 1 u l  a i  res  marqués après t ranspor t  ré t rograde apparai ssent b i  1  atéralement 

dans l e s  l i m i t e s  du NMD (F ig .  346, 35, 37b). D 'au t res  régions, notamment 

diencéphaliques e t  amygdaliennes sont également marquées. La d e s c r i p t i o n  

de ces rég ions  dépasse l a  cadre de c e  t r a v a i l  ; nous présenterons 

tou te fo is ,  para1 lèlement aux r é s u l t a t s  obtenus dans l e  NMD, ceux q u i  

correspondent à 1 'HL, r é g i  on proche qu i  e s t  apparue par t i cu l iè rement  r i c h e  

en corps c e l l u l a i r e s  marqués (F ig  35, 36 a, c, 37b). 



Dessins r&alia& I l a  chambre c l a im  de mcpcs frqntalrr  r6rl(u.de 
1 ' hypothalasnis indiquant 1 a r&garti t ion topographique des neurones niarqubs 
apreq impl .+ ~~n ta t i on  de cristaux de péroxsfBBwrs dans l e  septum 1 ateral . 

t e r  ~ * W S  r k  ordmdas  de 1 a part ie  r o s t r n c  de 1 hypothal aus 
( a )  vers 1 a partie caudale (h) . Le cadre de 1 a f igurar e correspond BL 1 a . 
rnicrophotographle de l a  fjgura 3 4 .  

Les f l k h e s  tndigucnt I r  noyau, mag?ocel lu la l r r  dorsal du cdto 
homolat6ral a 1,'injection. 
couper de 100 jm. 
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Marquage de type "sol ide" e t  de type "granulaire" de neurones de 

1 ' hypothalaaus 1 at i i ra l  ap&s.. impl antat ion de c r i s taux  de Mrcwcydase dans l e  

septum 1 atera l  (soupes f ronta les) .  

a) Microphotographie d'une coupe de 1 ' hypoth~launrs 1 a tera l  

p rés~n tah t  des corps ce1 l u l a i r es  marqués du cdt6 homolatéral a 
1 ' i mpl antat i  on de peroxydase. Les" ce1 1 u l  es presentent i c i  un 

aspect granulaire ( revé l  a t lon  de 1 a TMB par O,$' ml de H202). % 
4 -  - 

Barre de ca l i b ra t i on  : 132 jm 4% -., 
I q,j 

j 

b )  Dessin à l a  chambre c l a i r e  d'un neurone présentant un marquage L&+ 

"solide". Ce neurone es t  caracter ist ique du type de neurones 

decouverts dans 1 'hypothalamus 1 at6ral.  N i  ,wNK 
i J 1 4  

%%.. B ~ ~ r ~ d o $ a l l b r a t i o @  ; 50)u .gFT, a 

C 

. CI Microphotographie d'une coupe f r on ta le  de 1 'hypothalamus l a t ê r a l  -'4 . 
présentant des corps ce1 lu1 aires marques du cdtB homo1 ateral  à 
1 ' implantation de péroxydase. Les ce l l u l es  p rben ten t  i c i  un 

aspect granulaire (révél  a t ion  de 1 a TM0 par 0,5 m l  de H202). 

Noter 1 a pos i t ion  des neurones marques dans 1 ' hypothalamus 

atéral  e t  dans 1 ' a i r e  pér i  fornicale (contre-colorat ion au rouge 

a r re  de c a l  i bra t ion  : 132 p 
, Q 

Exemple de neurones presentant un marquage ae t 

1 ' hypothal anus 1 a tgra l  . 
Barre de c a l i  b ra t ion  : 36 m 
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a - Aspect des corps ce1 l u l a i r e s  marqués par t r anspor t  -- 
rétrograde - de péroxydase e t  de fluorochromes -- 

a.1 - Transport ré t rograde de péroxydase. 

1 .  - Neurones marqués dans l e  noyau 

magnocel 1 u l  a i  r e  dorsal  

Les corps ce1 l u l a i r e s  marqués repérés dans 1 a rég ion  

du NMD sont  ovoïdes ou p i r i f o rmes  (F ig.  34 c, d) e t  présentent une t a i l l e  

moyenne de 17,32 pm ( O= 3,08 pm) x 7,70 pm ( O= .1,76 pm) (n  = 380). Leur 

noyau posséde un nuc léo le  b i e n  apparent. Les péricaryons p r i s  

ind iv idue l lement  sont l e  p l u s  souvent o r ien tés  selon l e  même axe que l e  

noyau lui-même e t  disposés à l a  manière d ' é c a i l l e s  de poisson (F ig.  34b). 

Le cytoplasme présente 1 es images ca rac té r i s t i ques  d 'un marquage de type 

granu la i re .  Les granu la t ions  b leu-no i r  de t a i l l e  constante emplissent p l u s  

ou moins l e  cytoplasme qu i  r e s t e  c l a i r  (F ig.  3 4 ~ ) .  Les prolongements 

c e l l u l a i r e s  sont p a r f o i s  envahis par l e s  granulat ions mais seulement su r  

une cour te  d i  stance (F i  g. 34 c, d) . Le noyau n ' e s t  jamais obscurci  par  1 e 

p r o d u i t  de réac t ion .  

L ' observat ion des coupes f r o n t a l  es successives montre 

que 1 'ensemble des c e l l u l e s  du NMD s 'é tend d'avant en a r r i è r e  sur  près de 

700 Pm (Fig.  35). La p a r t i e  an tér ieure  du noyau cons is te  en quelques 

c e l l u l e s  épa rp i l l ées  e n t r e  l e  f o r n i x  e t  l a  p a r t i e  externe du NPV, 

correspondant au groupe des neurones magnocel lulaires vasopressinergiques 

( F i g .  35 a,b). D'avant en a r r i è re ,  sur  500)im environ, l e  nombre de 

c e l l u l e s  augmente en même temps que l 'ensemble du noyau p a r a i t  remonter l e  

long de l a  bordure du f o r n i x  (Fig. 35 c à e l ,  où dorsalement il a t t e i n t  sa 

p l  us f o r t e  concentrat ion ( F i g  . 35e). Postérieurement, l e  nombre de corps 

ce1 l u l a i r e s  d é c r o î t  rapidement sur  env i ron  200 pm (F ig.  35 f à h l .  Les 

1 i m i t e s  du noyau sont  t ou jou rs  comprises dans un quadrant dorso-médi an s i  

1 'on consi dére un système d 'axes orthogonaux ver t i caux  e t  horizontaux se  

c r o i s a n t  au sommet du f o r n i x .  

Les c e l l u l e s  marquées dans l e  NMD sont observées - t a n t  

du  cô té  de 1 ' i n j e c t i o n  que du cô té  opposé, 1 e nombre de ce1 l u 1  es marquées 

du c ô t é  homolatéral é tan t  cependant p l u s  important (F ig.  35 , 39). Ce t te  

p a r t i c u l a r i t é  démontre '1 ' e x i  stence d'une décussation des axones i ssus du 

NMD au cours de l e u r  progression vers  l e  SL. Ce t te  décussation sera  

é tud iée  de manière q u a n t i t a t i v e  un peu p l u s  l o i n .  



a .l. 2 - Neurones marqués dans 1 'hypothalamus 1 a t é r a l  

A ins i  que c e l a  a dé jà  é t é  signalé, des neurones 

marqués sont  présents dans 1 'HL (F ig .  35 e t  36). A 1 ' inverse du marquage 

g r a n u l a i r e  observé dans l e  NMD, l e  p r o d u i t  de r é a c t i o n  emplissant l e s  

pér icaryons des neurones de 1 'HL e s t  de type "so l ide"  e t  pénètre largement 

dans 1 es prolongements dendr i  t iques, donnant a i n s i  aux ce1 l u l e s  un aspect 

"Go lg i - l i ke "  (F ig.  36 d, d ) .  La m a j o r i t é  de ces corps c e l l u l a i r e s  à 

marquage de t ype  "so l  ide" e s t  1 ocal i sée ventralement e t  1 atéralement par  

rappor t  au f o r n i x ,  dans une zone pouvant ê t r e  dé1 imi tée  pa r  l e  bord 

v e n t r a l  du forn ix ,  l e  t r a c t u s  opt ique (ou l a  sur face basale du cerveau) e t  

1 a capsule i n t e r n e  (F i  g. 36c). 

Dans 1 es p l  ans f ron taux  antéro-postér ieurs, 1 a r é g i  on 

renfermant l e s  neurones marqués s 'étend de l ' a v a n t  depuis un p l a n  

renfermant l a  p a r t i e  r o s t r a l e  du NPV jusqu'à 1 'EM (F ig .  35) .  D 'au t res  

c e l l u l e s  du même type se t rouvent  également d i s t r i buées  dans l ' a i r e  

pé r i f o rn i ca le ,  soul ignant  l e  bord ven t ra l  du f o r n i x .  Quelques corps 

c e l l u l a i r e s  à marquage "so l i de "  on t  de p lus  pu ê t r e  observés dans l e  NMD. 

Ces c e l l u l e s  représentent seulement 5,4% du nombre t o t a l  des corps 

ce1 l u1  a i r e s  i d e n t i f i é s  dans ce  noyau. 

Les corps ce1 l u l a i r e s  à marquage de t ype  "so l  ide"  

sont  généralement t r i a n g u l a i r e s  ou fusiformes (Fig. 36b) e t  présentent des 

dimensions p l u s  importantes que ce1 l e s  des neurones du NMD : en moyenne 

25,20 pm ( O =  4,67 p x 10,72 pm ( O =  1,76 pm) (n  = 16) .  Du corps 

ce1 lu1  a i r e  émergent 2 à 5 t roncs  dendr i t iques dont 1 es 2 p l u s  importants 

apparaissent dans l e  prolongement du soma e t  s 'étendent sur une d is tance 

pouvant a t t e i n d r e  600 Pm. Par fo i s  ces longues dendr i tes  se r a m i f i e n t  p rès  

du pér icaryon e t  su ivent  ensu i te  un t r a j e t  assez r e c t i l i g n e  ne présentant 

que peu de ram i f i ca t i ons .  

La m a j o r i t é  des neurones de t ype  "so l i de "  de 1 'HL 

présente un champ dendr i t i que  o r i e n t é  e t  possède des prolongements qu i  

s 'étendent dorsalement en d i r e c t i o n  du f o r n i x  e t  ventralement vers l a  

surface basale du cerveau (F ig .  36 b, d) .  A ins i ,  1 'ensemble de ces 

ce1 l u l e s  présente 1 'aspect ca rac té r i s t i que  des p l  i s d'un r ideau q u i  

tomberai t  du f o r n i x  vers 1 a base de 1 'hypothalamus. Au con t ra i re ,  1 es 

dendr i tes  des neurones de type "so l i de "  dont l e s  corps ce1 l u 1  a i res sont  

1 ocal i sés dans 1 ' a i r e  p é r i f  o r n i  ca l  e, contournent en 1 es enserrant 1 es 

colonnes du f o r n i x .  



De même que l e s  ce1 l u l e s  marquées dans l e  NMD, l e s  

c e l l u l e s  marquées dans 1 'HL sont observées t a n t  du côté homolatéral à 

1 ' i n j e c t i o n  que du co té  contra1 a té ra l  . 

a.2 - Transport rét rograde de f 1 uorochromes 

Un marquage consécut i f  à un t ranspor t  rét rograde de 

fluorochrome implanté dans l e  SL (Fig. 37a) a é t é  observé dans l e  NMD e t  

1 'HL (F ig .  37b). La d i s t r i b u t i o n  de ces corps c e l l u l a i r e s  marqués par  l e s  

p rodu i t s  f 1 uorescents (DAPI e t  P I )  correspond parfai tement à 1 a 

d i s t r i b u t i o n  obtenue après t ranspor t  rét rograde de péroxydase, 1 aquel l e  a 

é t é  d é t a i l l é e  dans l a  p a r t i e  précédente. 

Le marquage par l e  DAPI e s t  cons t i t ué  d'une grande 

abondance de gra ins  b r i l l a n t s  (bleus sous b loc  de f i l t r e  A, v e r t s  sous 

b l o c  de f i l t r e s  D) présents dans l e  cytoplasme du pér icaryon e t  des 

prolongements dendr i t iques proximaux (Fig.  37c; 40 a, c, e l .  Le noyau 

présente une fluorescence f a i b l e  sur l a q u e l l e  tranche l a  f luorescence p l u s  

f o r t e  du nucléole qui  apparai t  sous l a  forme d 'un anneau ca rac té r i s t i que  

( ILLERT e t  al . ,  1982) ( F i g  . 40c). Toute 1 a rég ion contenant 1 es neurones 

marqués par 1 e DAPI présente aussi une accumulation de noyaux ce1 lu1  a i res  

f 1 uorescents correspondant à des ce1 1 u l  es g l  i a l  es. Ces éléments 

f 1 uorescents se d is t inguent  f a c i  lement des noyaux des neurones marqués 

après t ranspor t  rét rograde grâce à l e u r  p e t i t e  t a i l l e  a i n s i  qu 'à  1 'absence 

de nucléole i d e n t i f i a b l e  par un anneau b r i  1  l an t .  

Après implantat ions de c r i s taux  de - P I ,  l e  marquage de 

t e i n t e  rouge orangé (sous b loc  de f i l t r e  Np) e s t  d i s t r i b u é  de manière 

d i f fuse dans l e  cytoplasme des corps c e l l u l a i r e s  marqués du NMD (F ig .  

37d, 40 b, d, f ) .  

11 f a u t  no te r  que l e  nombre de neurones marqués par  

1 e D A P I  e s t  t ou jou rs  supérieur à c e l u i  des neurones marqués par  l e  P I  

1 orsque ce dern ier  e s t  appl iqué à des s i t e s  comparables (F ig.  37 c, d)  . 
Les deux fluorochromes ont  des propr ié tés  d i f fé rentes  de d i f f u s i o n  

(HOKFELT e t  al., 1983b1, e t  l a  dé1 i m i  t a t i o n  des zones donnant 1 i e u  à un 

t ranspor t  rét rograde e f f i c a c e  r e s t e  t r è s  a léa to i re .  D'autre par t ,  comme 

1 ' on t  montré ASCHOFF e t  HOLLANDER (1982) dans l e u r  étude comparative de 

p lus ieu rs  f l  uorochromes u t i l i s é s  pour 1 e t ranspor t  rétrograde, l e  D A P I  e s t  

quant i ta t ivement un me i l l eu r  marqueur que l e  P I .  



FIGURE 37 

Microphotographies de coupes f r o n t a l e s  du septum e t  de 

1 'hypothalamus après imp lan ta t ion  de c r i s t a u x  de DAPI  e t  de P I  dans l e  

septum 1 a té ra l  . 

a) Aspect h i s to log ique  du s i t e  d ' imp lan ta t ion  du DAPI. Le cen t re  de 

l ' i m p l a n t a t i o n  e s t  repéré d'une p a r t  par l e  bouchon de c i r e  

denta i re  ( b )  s c e l l a n t  1 ' o r i f i c e  de 1 a mic rop ipe t te  e t  é j e c t é  avec 

l e  traceur,  e t  d ' a u t r e  p a r t  par une zone de nécrose. Une a i r e  de 

concentrat ion dense du t raceur  e t  une a i r e  renfermant des 

c e l l u l e s  f luorescentes i n d i v i d u e l l e s  e t  des noyaux f luorescents  

sont organisées de manière concentrique. 

Barre de c a l  i b r a t i o n  : 223 pm 

b )  Marquage f 1 uorescent de corps ce1 l u l a i r e s  dans 1 e noyau 

magnocel l u 1  a i r e  dorsa l  ( f l èche )  e t  dans 1 'hypothalamus 1 a té ra l  

après imp lan ta t ion  de D A P I  dans l e  septum l a t é r a l .  Noter l a  

présence de nombreuses c e l l u l e s  g l i a l e s . .  Le 3e v e n t r i c u l e  se 

t rouve sur 1 a d r o i t e  de 1 a microphotographie. 

Barre de c a l i b r a t i o n  : 168 pm 

c,d) Double marquage de corps c e l l u l a i r e s  dans l e  noyau 

magnocell u l  a i r e  dorsal  après impl an ta t ion  de DAPI  dans 1 e septum 

l a t é r a l  homolatéral e t  de P I  dans l e  septum l a t é r a l  

con t ro la té ra l .  Le nombre de péricaryons marqués par l e  D A P I  ( c )  

e s t  beaucoup p lus  important que l e  nombre de péricaryons marqués 

par  l e  P I  ( d ) .  Les 4 c e l l u l e s  numérotées (1 à 4) sont marquées à 

l a  f o i s  pa r  l e  DAPI e t  l e  P I .  

Barres de c a l i b r a t i o n  = 20 ym 

e,f)  Double marquage de corps c e l l u l a i r e s  dans l e  noyau 

magnocel l u 1  a i r e  dorsa l  par  1 e DAPI  t ranspor té  de manière 

rét rograde depuis l e  septum l a t é r a l  (e )  e t  par  1 'ant isérum a n t i -  

enképhaline ( f )  . Les c e l l u l e s  1 e t  3 marquées par  l e  DAPI sont 

également immunoréactives. Ces f i g u r e s  sont un agrandissement des 

F i g  41a, b. 

Barres de c a l  i b r a t i o n  = 9 pm 





b - Etude q u a n t i t a t i v e  r é a l i s é e  sur l e s  c e l l u l e s  marquées -- 
Dar 1  a  ~é roxvdase  

La f a c i  1  i t é  d  ' observat i  on des ce1 1  u l  es marquées pa r  1  a  

péroxydase ( u t i  1  i s a t i  on du microscope opt ique en 1  umière blanche, 1  ongue 

conservat ion du p r o d u i t  de r é a c t i o n  après l a  révé la t ion ,  grand nombre de 

corps ce1 l u l a i r e s  marqués) a  permis de r é a l i s e r  une étude q u a n t i t a t i v e  des 

neurones du NMD marqués apres imp lan ta t ion  de ce t raceu r  dans l e  SL. 

b.1 - Cor ré la t i on  en t re  l e s  s i t e s  d ' imp lan ta t ion  e t  l a  

1  ocal  i s a t i  on des ce1 1  u l  es marquées 

B ien  que chez l e s  15 animaux retenus pour c e t t e  étude l e s  

s i t e s  d ' imp lan ta t i on  des c r i s t a u x  so ien t  t ou jou rs  placés dans l e  SL, l a  

r é p a r t i t i o n  des c e l l u l e s  marquées dans l e  NMD a présenté des v a r i a t i o n s  en 

f o n c t i o n  de l a  l o c a l i s a t i o n  p réc i se  du s i t e  d ' imp lan ta t ion .  Les r é s u l t a t s  

de c e t t e  étude q u a n t i t a t i v e  menée sur 8  animaux sont représentés sur  l a  

f i g u r e  38. 

Aux implantat ions 1  ocal isées dans 1  a  p a r t i e  caudale du SL; 

5 égale d is tance des corps ca l l eux  e t  de l a  commissure blanche antér ieure  

correspond l e  p lus  grand nombre de ce1 l u l e s  marquées dans l e  NMD (animaux 

9 e t  10) (F i  g. 38 b, c l .  Lorsque 1  a  péroxydase e s t  appliquée dans des 

p l  ans f ron taux  ident iques, mais p lus dorsalement ( c ' es t -à -d i re  dans 1  e  SLd 

; animal 6) (F ig.  38b) ou p l u s  ventralement (dans l e  SLV ; animal 13) 

( F i g  . 3 8 ~ 1 ,  l e  nombre de corps ce11 u l a i r e s  marqués dans 1  e  NMD e s t  t r è s  

nettement r é d u i t .  

Un nombre encore important de neurones marqués e s t  observé 

lo rsque l a  péroxydase e s t  implantée dans l a  p a r t i e  l a  g l u s  caudale du SL 

(animal 5) (F ig.  38d). Par contre, seul un f a i b l e  cont ingent  c e l l u l a i r e  se 

t rouve  marqué 1  orsque 1  ' implantat ion e s t  s i  tuée dans 1  a  rég ion  r o s t r a l e  du 

SL (animal 7 )  (F ig.  38a). 

Dans deux cas (animaux 3  e t  4 )  (F ig.  38 b, c l ,  l e  s i t e  

d ' imp lan ta t i on  de l a  péroxydase é t a i t  s i t u é  dans l e  noyau du l i t  de l a  

s t r i e  terminale. B ien  que l a  zone de d i f f u s i o n  a t te igne  l a  rég ion  v e n t r a l e  

du SL ven t ra l  s i t uée  à prox imi té,  quelques c e l l u l e s  seulement sont  

observées dans l e  NMD pour 1  'animal 3  (F ig.  38c) e t  aucune pour 1  'animal 4  

(F ig .  38d). Il f a u t  no te r  qu 'à  l a  s u i t e  de ces i n j e c t i o n s  dans l e  noyau du 

l i t  de l a  s t r i e  terminale, un grand nombre de corps c e l l u l a i r e s  marqués 

é t a i t  présent dans l e s  noyaux centraux e t  médians de 



FIGURE 38 

Localisation sur des sect ions  f ron ta les  des s i t e s  d'implantation de 
péroxydase dans l e  septum 1 a té ra l  en re la t ion avec l e  nombre de ce1 lu les  
marquées par t ranspor t  rétrograde dans 1 e noyau magnocel 1 ul a i r e  dorsal . 

Les coupes sont  ordonnées de l a  pa r t i e  r o s t r a l e  du septum la té ra l  
( a )  vers l a  pa r t i e  caudale ( d ) .  Le premier nombre (en i t a l i que )  correspond 
au nombre de ce11 ules marquées dans 1 e noyau magnocel l u l a i r e  dorsal ,  l e  
second correspond au numéro de 1 'animal. La position du s i t e  d'implantation 
e s t  matérial isée par l e s  points. 
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1 'amygdale homolatérale, i 1 l u s t r a n t  1 a p ro jec t i on ,  b ien  connue chez l e  

Rat, de l 'amygdale vers l e  noyau du l i t  de l a  s t r i e  te rmina le  (CONRAD e t  

PFAFF, 1976a). 

b.2 - Décussation 

A i n s i  que c e l a  a dé jà  é t é  signalé, l e  nombre de c e l l u l e s  

marquées dans l e  NMD e s t  tou jours  p l u s  important  du c ô t é  de l ' i m p l a n t a t i o n  

que de 1 ' a u t r e  côté, i ndiquant 1 ' e x i  stence d'une décussation des axones 

i ssus  du NMD au cours de l e u r  progression vers l e  SL. Un décompte p r é c i s  

du nombre de pér icaryons marqués a é t é  e f fec tué  sur 7 coupes sériées dans 

l e cas de 1 'animal 9 (F ig.  38b). Le r é s u l t a t  de ce décompte met en 

évidence l a  n e t t e  d i f fé rence e n t r e  l e  nombre de corps c e l l u l a i r e s  marqués 

du cô té  homolatéral e t  du cô té  c o n t r o l a t é r a l  à 1 ' imp lan ta t i on  (Fig. 39). 

1 2 3 4 5 6 7  

Plans Antéro-Postérieurs 

FIGURE 39 : D i s t r i b u t i o n  des p é r i c a r y o n s  na rgués  dans l e  
noyau a a ~ n o c e l l u l a i r e  d o r s a l  h o n o l a t é r a l  ( 1  i g n e  c o n t i n u e )  
e t  c o n t r o l a t é r a l  ( 1  i g n e  p o i n t i l l é e )  ap res  i m p l a n t a t i o n  d e  
pé roxydase  dans l e  cas  d e  l ' a n i m a l  N09. L a  h a u t e u r  d u  
t r a i t  e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  a u  nombre de neurones marqués 
comptés p a r  coupe f r o n t a l e .  L e s  coupes f r o n t a l e s  s é r i é e s  
d e  1OOyn s o n t  num4rotées d e  1 à 7 de l a  p a r t i e  r o s t r a l e  d u  
noyau n a g n o c e l l u l a i r e  d o r s a l  v e r s  s a  p a r t i e  cauda le .  



3)  Implantat ions b i  1  a téra les  de deux t raceurs  f luorescents 

d i f f é r e n t s  

Chez 5 animaux, une imp lan ta t ion  de DAPI a  é t é  r é a l i s é e  dans l e  

SL d 'un  cô té  t a n d i s  que l e  SL de 1  ' a u t r e  cô té  r e c e v a i t  une imp lan ta t ion  de 

P I .  De nombreuses c e l l u l e s  marquées de manière ré t rograde s o i t  par  l e  

DAPI, s o i t  par  l e  P I ,  on t  é t é  découvertes dans l e  NMD des deux côtés (F ig .  

37 c, d, 40 a  à f ) .  

En p l u s  des neurones simplement marqués pa r  l e  DAPI (Fig. 37c, 

40 a, e )  ou l e  P I  (F ig.  37d, 40 b, d) ,  de nombreux péricaryons 

apparaissent doublement marqués par  l e s  2 fluorochromes (Fig.  37 c, d, 

40) .  Ces neurones présentent une f luorescence v e r t e  au cours de 

l ' o b s e r v a t i o n a v e c  l e b l o c  d e f i l t r e s  D (F ig.  4 0 a ,  c, e )  e t  une 

f 1  uorescence rouge avec l e  b l o c  de f i l t r e s  NE (F ig .  40 b, d, f )  . 
Les g ra ins  de D A P I  contenus dans l e  cytoplasme sont p l u s  

d i f f i c i l e s  à observer dans l e s  neurones doublement marqués a l o r s  que l e  

marquage du nuc léo le  r e s t e  i ntense. Pour cer ta ines  ce1 l u l e s  doublement 

marquées, 1  a  f 1  uorescence v e r t e  des granules cy top l  asmiques de D A P I  e s t  

modif iée par  1  a  f luorescence rouge du P I  e t  prend a l o r s  une t e i n t e  orangée 

l o r s  de l ' obse rva t i on  avec l e  b loc  de f i l t r e  D (F ig.  40 a, c, e l .  

Le nombre de c e l l u l e s  doublement marquées dans l a  popu la t ion  

t o t a l e  des neurones f 1  uorescents n  ' a  pas é t é  détermi né avec p réc i  s ion. 

Comme c e l a  a  dé jà  é t é  signalé, l e s  d i f fé rences d ' e f f i c a c i t é  e t  de 

d i f f u s i o n  au s i t e  d '  i n j e c t i o n  des deux f 1  uorochromes employés rendent 

va ine  t o u t e  étude quan t i t a t i ve .  A  ces r e s t r i c t i o n s  s ' a j o u t e  

1  ' i m p o s s i b i l i t é  de reprodu i re  par  des moyens stéréotaxiques des s i t e s  

d ' imp lan ta t i on  parfai tement symétriques dans l e  SL. O r  nous savons que l e  

nombre de neurones marqués dépend é t ro i tement  de l a  l o c a l i s a t i o n  du s i t e  

d ' imp lan ta t i on  au se in  même du SL. Cependant i 1 apparaî t  qu 'envi ron l e s  

4/5e des neurones marqués par  l e  P I  l e  sont également par  l e  DAPI, ce q u i  

i nd ique  qu'une grande p ropo r t i on  de neurones du NMD s'engagent dans une 

p r o j e c t i o n  b i l a t é r a l e  vers 1  e  SL par  1  e  j e u  d'une co l  1  a t é r a l  i s a t i o n  

axonal e. 



FIGURE 40 

Microphotographies de ce1 1 ules marquées dans 1 e noyau magnocel 1 ul a i re  
dorsal après implantation de cristaux de DAPI e t  de PI dans l e  septum 
1 atéral  (coupes frontales) .  

Les microphotographies présentant u n  marquage par l e  DAPI (a ,c ,e)  e t  
1 e PI ( b  ,d , f )  correspondent aux mêmes champs. Les pointes de f lêches 
i ndiquent 1 es ce1 1 ul e s  doub 1 ement marquées. 

a-b. Le nombre de ce1 lules marquées par l e  DAPI implanté dans l e  
septum 1 atéral homolatéral e s t  beaucoup plus important que l e  
nombre de ce1 lules  marquées par 1 e PI implanté dans l e  septum 
1 atéral control atéral . 

c-d. Cellule doublement marquée par l e  DAPI e t  l e  PI. 
Noter 1 'anneau f 1 uorescent du nucléole ainsi que 1 a présence 
de grains dans l e  cytoplasme q u i  caractérisent l e  marquage par 
l e  DAPI. 

e-f. Cellule simplement marquée par l e  DAPI ( e )  e t  autre ce l lu le  
doublement marquée par l e  DAPI e t  l e  P I .  

Barre de calibration : 15 pm pour a,b 
7 Fm pour c,d,e,f, 





4) Etude immunocytochimique des neurones i d e n t i f i é s  après 

t r a n s ~ o r t  ré t roarade de DAPI 

Pour 8 animaux, l ' i m p l a n t a t i o n  de DAPI  a  é t é  s u i v i e  4 j o u r s  

p l u s  t a r d  d'une i n j e c t i o n  de Colchic ine dans l e  v e n t r i c u l e  cérébra l  

1 a t é r a l  . Une r é a c t i o n  immunocytochimique d i r i g é e  con t re  l e s  enképhalines a 

é t é  ensu i te  r é a l i s é e  sur  l e s  coupes présentant dans l e  NMD des neurones 

marqués par  l e  DAPI. 

Le marquage f 1 uorescent des corps ce1 1 u l  a i r e s  après t ranspor t  

ré t rograde de DAPI n 'a  pas é t é  a f f e c t é  de manière importante par  l e  

t ra i t emen t  immunocytochimique. 11 a donc é t é  poss ib le  d'observer dans l e  

NMD des neurones i d e n t i f i é s  s o i t  par  l e  D A P I  (F ig.  37e, 41 a, c ) ,  s o i t  par  

1 a FITC conjuguée à 1 'an t icorps  anti-enképhal i n e  ( F i g  . 37f, 41 b, d l .  Les 

f 1 uorescences v e r t  b r i l l  ant du DAPI (F ig.  41 a, c )  e t  jaune verdâtre de 1 a 

FITC (F ig .  41 b, d) se d i s t i nguen t  fac i lement  1 'une de 1 ' au t re  l o r s  de 

l ' o b s e r v a t i o n  des coupes avec l e s  b loc  de f i l t r e s  D e t  12. La f luorescence 

observée grâce à l ' u n  des b locs  de f i l t r e s  e s t  pratiquement totalement 

é t e i n t e  1 ors  de 1 'observat ion avec 1 ' au t re  f i l t r e .  

Un grand nombre de neurones marqués par  l e  DAPI  on t  réagi  avec 

1 ' an t icorps  a n t i  -enképhal i ne. Ces neurones apparaissent donc doubl ement 

marqués, c ' es t -à -d i re  présentant a l ternat ivement  l a  f luorescence dûe au 

DAPI e t  c e l l e  dûe à l a  FITC l o r s  du passage du b loc  de f i l t r e s  D au b l o c  

de f i l t r e s  I2 (Fig.  37 e, f, 41). 

Le nombre de c e l l u l e s  doublement marquées présente des 

v a r i a t i o n s  t r è s  importantes d'un animal à 1 'autre.  Ceci e s t  dû d'une p a r t  

au f a i t  que l e  nombre des neurones enképhal inerg iques mis en évidence 

dépend de 1 ' e f f i c a c i t é  du t ra i tement  par  1 a Co lch ic ine  e t  d ' a u t r e  p a r t  au 

f a i t  que l e  nombre de neurones marqués par t ranspor t  rét rograde e s t  

v a r i a b l e  e t  dépend notamment de 1 'emplacement du s i  t e  d ' imp lan ta t i on  du 

t r a c e u r  . 



FIGURE 41 

Mi crophotographi es de ce1 lu1 es marquées dans 1 e noyau 
magnocel lu la i re  dorsal par l e  DAPI transporté de maniètre rétrograde e t  par 
1 'antisérum anti-enképhaline conjugué à 1 a FITC (coupes frontales) .  

a )  Ce1 lules marquées (1,3) par l e  DAPI après transport rétrograde à 
par t i r  du  septum 1 a téral .  

b )  Cellules marquées (1,2,3) par l e  sérum anti-enképhaline. I l  faut 
noter que l e s  ce1 lules 1 e t  3 sont doublement marquées. 

c )  Ce1 lules marquées (1,2,3) par l e  DAPI après transport rétrograde 
à par t i r  du septum la té ra l .  

d )  Cellules marquées (1,2) par l e  sérum anti-enképhaline. 11 faut 
noter que 1 es ce1 1 ul es 1 , 2  sont doublement marquées. 

Les pointes de flêches en c e t  d indiquent d 'autres  péricaryons 1 doubl emeni marqués. 

Barre de cal ibration : pour a,b 15 pm 
pour c ,d 17 pm 
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La technique de t ranspor t  antérograde de péroxydase a é t é  

u t i l i s é e  dans l e  b u t  de met t re  en évidence l e s  d i r e c t i o n s  p r i nc ipa les  

empruntées pa r  l e s  axones issus  du NMD. Cet te technique a t o u t  d'abord é t é  

r é a l i s é e  " i n  vivo",  p u i s  sur tranches de cerveau maintenues " i n  v i t r o " .  

A - Etude après i n j e c t i o n  de péroxydase dans l e  noyau magnocel lu la i re 

dorsa l  " i n  v i vo "  

L 'ex is tence d'une r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  l e  NMD e t  l e  SL ayant 

é t é  mise en évidence, nous avons t e n t é  d ' u t i l i s e r  c e t t e  vo ie  pour 

1 oca l i se r  " i n  v ivo"  l e  NMD grâce à un repérage é lect rophysio logique.  En 

effet,  l a  t a i l l e  du NMD rend t r è s  a l é a t o i r e  1 'approche stéréotax ique q u i  

de plus, comparativement à d 'au t res  mammifères de 1 aborato i  re, manque 

beaucoup de p réc i s ion  chez l e  Cobaye. 

L'approche du NMD a pu ê t r e  r é a l i s é e  grâce à une microélect rode 

d 'enregistrement qu i  recue i  1 l a i t  1 ' a c t i v i t é  "antidromique" des neurones 

s t imu lés  ii p a r t i r  du SL. Cet te  technique a é t é  u t i l i s é e  par  POULAIN (1986) 

dans son étude de 1 ' a c t i v i t é  é l e c t r i q u e  u n i t a i r e  des c e l l u l e s  du NMD 

repérées par  s t i m u l a t i o n  septale. 

Au cours de nos expér i  ences, 1 a m i  c roé l  ectrode d ' enregi strement 

contena i t  une so l  u t i  on de péroxydase qu i  é t a i t  expul sée par  i ontophorèse 

1 orsque 1 es premières a c t i v i t é s  antidromiques é t a i e n t  recue i  11 i e s .  

B ien  que l e  NMD s o i t  repérable de manière sûre  par c e t t e  

technique, 1 'extrême d i f f i c u l t é  à c i r c o n s c r i r e  1 ' i n j e c t i o n  iontophorét ique 

au seul noyau n ' a  pas permis d ' o b t e n i r  des r é s u l t a t s  reproduct ib les .  

Seules 3 i n j e c t i o n s  se sont révélées b i e n  s i tuées  e t  de t a i l l e  



suffisamnent r é d u i t e  pour que 1 'on puisse r e t e n i r  l eu rs  r é s u l t a t s  (F ig .  

42a). 

Sui t e  à 1 ' app l i ca t i on  de péroxydase dans 1 e NMD, des f i b r e s  

contenant 1 e p r o d u i t  de rëac t i on  après r é v é l a t i o n  h i  stochimique de 

1 'enzyme sont observées au voisinage du s i t e  d ' i n j e c t i o n  de 1 'enzyme (F ig .  

42a) et /ou à p lus  grande distance. Leur aspect es t  c a r a c t é r i s t i q u e  

d 'axones marqués aprës t ranspor t  antérograde de péroxydase ( F i  g . 42a). Le 

marquage des axones a permis de met t re  en évidence 3 d i r e c t i o n s  

p r é f é r e n t i e l  l e s  pour l e s  pro jec t ions  e f fé rentes  du NMD. 

1 1 Ef férences du noyau maanocel l u 1  a i r e  dorsal  ve rs  

1 'hypothalamus basal 

La d i r e c t i o n  l a  p lus  fréquemment observée e s t  matér ia l i sée p a r  

des f i b r e s  se détachant de l a  région i n j e c t é e  e t  se d i r i gean t  vers l a  base 

de 1 ' hypothal amis. Ces f i b r e s  1 ongent 1 e 3e v e n t r i c u l e  ou cheminent au 

voisinage du bord externe du noyau ventro-médian. Dans un cas, des f i b r e s  

prolongeant l e u r  course sous l e  3e vent r icu le ,  s '  ins inuant  dans l a  zone 

séparant l a  base du 3e v e n t r i c u l e  e t  l a  surface du cerveau, (F ig.  426) 

p u i s  remontant dans 1 'hypothalamus con t ro la té ra l ,  on t  pû ê t r e  observées. 

2 ) Ef f érences du noyau magnocell u l  a i r e  dorsal  ve rs  

1 'hypothalamus dorsal  

De nombreuses f i b r e s  issues également du s i t e  d ' i n j e c t i o n  o n t  

é t é  observées se d i r i g e a n t  dorsalement vers l a  base du thalamus t a n t  

médian que 1 a t é r a l  (F i  g . 42c). 

3 )  Efférences du noyau magnocel l u1  a i r e  dorsa l  v e r s  

1 'hypothalamus 1 a té ra l  

Un dern ier  cont ingent de f i b r e s  se d i r i g e  vers  1 ' a i r e  

hypothalamique 1 a té ra le  (F ig.  42a). Ces f i b r e s  contournent l e  f o r n i x  en 

longeant sa face supërieure. De nombreuses po r t i ons  de f i b r e s  marquées 

sont  observées dans 1 'HL. 



FIGURE 42 

Marquage de type antérograde après i  njection i  ontophorétique de 
péroxydase dans 1 e noyau magnocel 1 ul a i r e  dorsal sous contrôle 
él  ectrophysiol ogique (coupes frontal e s ) .  

a )  S i te  d ' injection : i l  faut  noter l a  trace de 1 'électrode 
(flèche),  l e  centre du  s i t e  d ' injection ( é to i l e )  ainsi que des 
f ibres  marquées en direction de 1 'hypothalamus 1 atéral e t  
dors01 atéral (pet i tes  flèches).  

Barre de cal ibration : 100 l m .  

b )  Fibre marquée cheminant sous l e  3e ventricule. 
Barre de calibration : 100 Pm. 

c )  Fibres i  ssues du s i  t e  d ' injection en direction de 1 'hypothalamus 
dorsal ( f lèches) .  
Barre de calibration : 50 pm. 





B - Etude après i n j e c t i o n  de péroxydase dans l e  noyau magnocell u l  a i r e  

dorsa l  " i n  v i t r o "  

L ' i n j e c t i o n  de péroxydase dans l e  NMD ef fec tuée sous c o n t r ô l e  

v i  sue1 sur  tranches d'hypothalamus maintenues " i n  v i t r o "  a  permis 

d ' o b t e n i r  des r é s u l t a t s  beaucoup p l u s  p réc i s  e t  reproduct ib les  que ceux 

obtenus " i n  v ivo" .  En e f fe t ,  l e  NMD é t a n t  repéré visuellement, l e s  r i sques  

d ' e r r e u r  de l o c a l i s a t i o n  du s i t e  à i n j e c t e r  sont él iminés. L'accent a  donc 

pu ê t r e  mis sur  l a  recherche des paramètres d ' é j e c t i o n  permettant des 

app l i ca t i ons  de péroxydase s t r i c tement  l i m i t é e s  au NMD, c e  qui  é t a i t  

d i f f i c i l e  à ob ten i r  dans l e s  cond i t ions  " i n  v ivo" .  Malgré t o u t ,  un grand 

nombre d ' i n j e c t i o n s  n ' a  pas donné de r é s u l t a t s  exp lo i tab les  du f a i t  de l a  

t a i  1  l e  beaucoup t r o p  importante de 1  a  rég ion  touchée par  1  ' i n j e c t i o n .  

Sur l e s  32 i n j e c t i o n s  réa l i sées  " i n  v i t r o " ,  9 seulement 

recouvra ient  exactement 1  e  NMD. Les tranches correspondantes ont  é t é  

retenues pour y examiner l e s  p ro jec t i ons  ef férentes du noyau. Parmi ces  9 

i nject ions,  6 1  'on t  é t é  de manière u n i l a t é r a l e  e t  3 de manière b i l a t é r a l e .  

Dans tous l e s  cas, l e  s i t e  d ' i n j e c t i o n  présente (F ig .  47a): 

- une zone cen t ra le  dense correspondant à une f o r t e  

concentrat ion de 1  'enzyme ; 

- une zone pér iphér ique moins i ntensément r é a c t i v e  

correspondant à 1  a  zone de d i f f u s i o n  de 1  'enzyme. 

Les s i t e s  d ' i n j e c t i o n s  représentés su r  l a  f i g u r e  43 

correspondent aux 5 tranches ayant donné un nombre important  

d  ' informations sur 1  es connexions t h a l  amiques e t  i ntra-hypothal amiques. 

Les informations r e l a t i v e s  aux autres tranches c i t é e s  dans ce t r a v a i l ,  

b i e n  q u ' u t i  1  isables, n ' o n t  é t é  que ponctuel l e s  ( f i b r e s  iso lées,  marquage 

antérograde sur  une cou r te  distance.. .) e t  n ' o n t  donc é t é  représentées que 

su r  1  a  f i g u r e  r é c a p i t u l a t i v e  44. 

Les f i b r e s  nerveuses chargées d 'un  p rodu i t  de r é a c t i o n  é t a n t  dû 

à un t ranspor t  antérograde de péroxydase sont observées sous deux aspects, 

se lon  l ' o r i e n t a t i o n  du t r a j e t  q u ' e l l e s  su ivent  au se in  de l a  tranche: 

- ce r ta ines  f i b r e s  nerveuses chargées de péroxydase son t  

o r ien tées  dans l e  même p lan  que l a  tranche. Les tranches é t a n t  ensui t e  

coupées transversalement pour e f f e c t u e r  1  a  r é a c t i o n  h i  stochimique, 



FIGURE 43 

Loca l i sa t i on  des s i t e s  d ' i n j e c t i o n  iontophorét ique de péroxydase e t  

de l e u r  extension su r  l e s  5 tranches de cerveau maintenues " i n  v i t r o " ,  

ayant donnée un nombre important d '  informations sur 1 es efférences du noyau 

magnocel l u 1  a i r e  dorsa l  ( v o i r  1 es r é s u l t a t s  correspondants sur 1 a f i g u r e  

44 ) .  Chaque s i t e  d ' i n j e c t i o n  comprend une zone cen t ra le  p l e i n e  

correspondant à une f o r t e  concentrat ion de l'enzyme e t  une zone 

pér iphér ique hachurée correspondant à 1 a zone de d i f f u s i o n  de 1 'enzyme. 





1 es f i b r e s  apparai ssent a l o r s  comme des segments de prolongements nerveux 

p l u s  ou moins longs selon q u ' i l s  suivent  un t r a j e t  p lus  ou moins ob l ique 
dans l a  tranche. Le f a i b l e  diamëtre de ces prolongements, l e u r  aspect 

souvent "monoliforme" a i n s i  que 1 'absence de r a m i f i c a t i o n s  nombreuses 

ind iquent  de t o u t e  évidence q u ' i l  s ' a g i t  de fragments d'axones. Dans l a  

s u i t e  de c e t  exposé, l e s  f i b r e s  se présentant sous c e t  aspect seront  

nommées f i b r e s  1 ongi tudinales. 

FIGURE 44 : SchCna d c a p i t u l a t i f  représentant toutes  l e s  
informations obtenues grsce  aux in j ec t i ons  de piroxydase 
dans l e  noyau nagnocellulaire dorsal sur tranches de 
cerveau. Les numéros correspondent aux tranches sur 
l r s q u e l l e s  l e s  observations ont i tC  r é a l i s é e s .  

....................... 
:.........55........ ....................... zone de marquage dis tance  du s i t e  
..................... - f i b r e s  longitudinales i s o l i e s  



- cer ta ines  f i b r e s  nerveuses marquées é t a i e n t  o r ien tées 

transversalement dans 1  a  tranche. Ces f i b r e s  apparaissent donc dans ce  cas 

sous forme d  'amas de ponctuations groupées. E l  l e s  seront nommées f i b r e s  

t ransversa l  es . 
Dans l e s  r é s u l t a t s  qu i  vont ê t r e  exposés par  1  a  sui te,  1  a  

desc r ip t i on  des p ro jec t i ons  du NMD e s t  donc basée uniquement sur  

1  'observat ion de f i b r e s  nerveuses, 1  ongi t u d i  nales ou transversales, 

chargées de péroxydase. La technique u t i  1  i sée, t o u t  comme 

1 'autoradiographi e, e t  contrairement à c e l l e ,  p l  us récente, u t i l i s a n t  une 

1  ec t i ne  comme t raceur  antérograde (1 euco-agglut inine de Phaseolus 

vulgaris  (GERFEN ET SAWCHENKO, 1984) ) ne permet pas de met t re  en 

évidence des images carac tér is t iques de va r i cos i  tés pouvant ê t r e  

i dent i f iées  comme correspondant à des terminai  sons pré-synaptiques 

(boutons synaptiques) e t  donc ne permet pas de s igna ler  des zones de 

contacts i nter-neuronaux (WOUTERLOOD ET GROENEWEGEN, 1985). En 

conséquence, l e s  régions déc r i  t e s  dans c e t t e  étude représentent 

ind is t inc tement  des zones de terminaisons et /ou de passage des f i b r e s  

issues du NMD. 

Dans ce r ta ins  cas, l e s  f i b r e s  long i tud ina les  marquées par  

t ranspor t  antérograde ne sont su i v ies  que sur  une cour te  d is tance à p a r t i r  

du NMD : s o i t  qu 'e l  l es  q u i t t e n t  a l o r s  l e  t e r r i t o i r e  couvert p a r  1  a  

tranche, s o i t  q u ' e l l e s  changent rapidement de d i r e c t i o n  e t  deviennent 

"transversales",  s o i t  e n f i n  qu 'e l  l e s  correspondent à des f i b r e s  marquées 

sur  une cour te  d is tance par  simple d i f f u s i o n .  

L '  observat ion de ces f i b r e s  courtes permet de dégager 1  es 

d i r e c t i o n s  su i v ies  par  l e s  f i b r e s  ef férentes directement à p a r t i r  du NMD. 

Ces informations sont fourn ies  par  l e s  tranches Ti7, T18, T19 e t  TZ6. 

Dans d 'au t res  cas, il e s t  poss ib le  d'observer des zones denses 

de marquage antérograde const i tuées de f i b r e s  1  ongi t u d i  na l e s  e t  de f i b r e s  

t ransversales i solées du s i  t e  d ' i n j e c t i o n ,  à une ce r ta ine  d is tance de 

c e l u i - c i  (F ig.  451, dans 1 'hypothalamis a i n s i  que dans l e  thalamus. Des 

connexions e x i s t e n t  obl igatoirement e n t r e  l e  s i t e  d ' i n j e c t i o n  e t  l e s  zones 

de marquage dis tantes.  Ces connexions peuvent ê t r e  réa l i sées  pa r  des 

f i b r e s  l ong i tud ina les  espacées, non groupées en faisceaux denses e t  donc 

d i f f i c i l emen t  repérables au cours de l e u r  t r a j e t ,  mais qui  f i n i s s e n t  pa r  

se r é u n i r  pour cons t i t ue r  l e s  zones denses observées à distance. 



FIGURE 45 

Dessin des 5 tranches de cerveau correspondant aux i n j e c t i o n s  

indiquées sur l a  f i g u r e  43. Les s i t e s  d ' i n j e c t i o n s  sont rappelés par  l e s  

é t o i l e s .  

zone de f i b r e s  t ransversales e t  l ong i tud ina les  observées 

à d is tance du s i t e  d ' i n j e c t i o n  

............................... ,~.~.~.~.~.~.~.~.~.~.~.~.~.~.~. ............................... ............... zone de f i b r e s  1 ongi tud ina les  observées à d i  stance du s i  t e  ................ ............... ................ ............... ................ ............... ................ ............................... d ' i n j  e c t  i on 

- f i b r e s  i so lées  issues du s i t e  d ' i n j e c t i o n  





L'étude de ces zones de marquage éloignées du si te d'injection 
va permettre de définir des projections plus lointaines du NMD. Ces 
observations o n t  été réalisées sur les tranches T14, T15, T16, T19 e t  T29 

( F i g  . 43, 45). 

1 ) Efférences du noyau magnocel lulaire dorsal vers l e  t h a l  amis 

Des fibres marquées par transport antérograde sont l e  plus 
souvent 1 ocal i sées dans 1 a partie dorsale du t h a l  amus 1 atéral . Cependant, 
1 ors de 1 'injection TZ9, u n  marquage d u  thalamus médian a été aussi 
observé. 

a - Thalamus latéral 
a.1 - Thalamus latéral homolatéral 
A 1 a suite de 3 injections de péroxydase (Ti4, T15 e t  

Tl 6 )  (Fig. 45 a ,  b ,  c)  , u n  marquage de type antérograde a été observé 
homo1 atéralement dans 1 a régi on dorso-1 atéral e du thal amus, cette régi on 
correspondant plus précisément à l a  partie supérieure du noyau réticulaire 
thalamique (Fig. 46 a ,  d )  . Il f a u t  cependant remarquer que le  marquage 
obtenu lors de 1 'injection Ti4 (Fig. 45a) faisait  suite à une injection 
bilatérale dans les deux NMD. 

Le marquage obtenu dans cette région se présente 
toujours sous les deux aspects caractéristiques décrits précédement, 
c 'est-à-dire association (dans une même zone de marquage) de fibres 
transversales e t  de fragments de fibres 1 ongi tudinal es orientées en 
direction du s i t e  d'injection (Fig. 46a). 

Dans les cas T15 (Fig. 45b) e t  T16 (Fig. 45c), le  
marquage du noyau réticulaire t h a l  amique est formé de 2 zones distinctes 
constituées de fibres transversales. La zone la  plus dorsale est  située à 

l a  limite du noyau réticulaire thalamique e t  de l a  s t r ie  terminale alors 
que la  plus ventrale se trouve dans le  noyau rëticulaire thalamique. Ces 
zones de fibres marquées échangent entre el les des fibres 1 ongi tudi nales, 
ce qui indique vraisemblablement leur appartenance à une même région de 
projection contenant des fibres orientées dans les 2 plans. 



FIGURE 46 

Marquage observé dans l e  thalamus après i n j e c t i o n  iontophorét ique de 

péroxydase dans 1  e  noyau magnocel l u 1  a i  r e  dorsal  sur tranche de cerveau. 

a )  Amas de f i b r e s  t ransversales e t  long i tud ina les  loca l isées  dans l a  

p a r t i e  dorsale du noyau r é t i c u l a i r e  thalamique homo1 a t é r a l  (Tl 5 ) .  

Les f lèches indiquent  l e s  f i b r e s  s'échangeant en t re  l e s  2  taches 

observées dans ce noyau. 

Bar re  de c a l i b r a t i o n  : 100 Fm. 

b )  Zone externe d'un amas de f i b r e s  t ransversales e t  long i tud ina les  

dans 1  e  noyau r é t i c u l a i r e  t h a l  amique con t ro l  a té ra l  , cont re  1  a  

capsule i n t e r n e  (TZ9) . 
Barre de c a l  i b r a t i o n  : 100 Pm. 

c )  Corps c e l l u l a i r e s  (doubles f l èches )  e t  f i b r e s  marquées dans l e  

noyau r é t i c u l a i r e  t h a l  amique c o n t r o l  a té ra l  (TZ9). 

Barre de c a l i b r a t i o n  : 50 Pm. 

d)  C e l l u l e  (doubles f lèches)  possédant des granu la t ions  de 

péroxydase (après t ranspor t  ré t rograde)  e t  f i b r e s  marquëes dans 1  e  

noyau r é t i c u l a i r e  thalamique homolatéral, à 1  a  l i m i t e  de l a  zone 

de marquage intense (Tl 4 ) .  

Barre de c a l  i b r a t i o n  : 50 Pm.  





a .2 - Thal amus 1 atéral control atéral 
Dans les 2 cas T15 (Fig. 45b) e t  TZ9 (Fig. 45e), u n  

marquage controlatéral après injection uni latérale dans l e  NMD a été 

obtenu. La région marquée correspond au noyau réticulaire thalamique. Pour 
1 'injection Ti5 ( F i g .  45b1, l e  marquage controlatéral e s t  symétrique à 

celui obtenu du  côté homolatéral e t  se présente également sous forme de 2 
amas de fibres transversales échangeant entre eux des f ibres 
1 ongi tudi na les. Dans l e  cas TZ9 (Fig. 45e), u n  marquage constitué à 1 a 
f o i s  de f ibres transversales e t  longitudinales es t  observé dans l e  noyau 
réticulaire thalamique controlatéral (Fig. 46 b ,  c )  sans qu'il soi t  
observé de marquage du côté homolatéral. Dans ce dernier cas, la zone de 
marquage unique de t a i l  le  importante, formée de fibres transversales e t  
1 ongitudinales, se trouve alors située dans la  partie médiane du noyau 
réticulaire thalamique. Lors de cet te  même injection, une autre zone 
marquée de plus petite t a i l l e  es t  observée dans une région plus médiane. 
La localisation de cette zone correspond à 1 a 1 imite entre l e  noyau 
thal amique antéro-ventral e t  1 e noyau thal amique antéro-médian (Fig. 
45e). Des fibres longitudinales relient ce t te  zone à la  région marquée 
beaucoup pl us étendue du  noyau réticulaire thal amique. 

De plus, dans l e  cas TZ9,  des fibres isolées qui 
s 'engagent au dessus du 3e ventricule pour cheminer ensui t e  en direction 
d u  noyau réticulaire thal amique control atéral marqué sont observées. 

b - Thalamus médian 
Dans l e  cas TZ9 (Fig. 45e), une zone de marquage 

constituée de fibres transversales e t  longitudinales es t  observée dans l e  
thalamus médian, dans la  région du noyau paraventricul aire thalamique e t  
dans l a  région comprise entre ce noyau e t  l e  bord des ventricules 
1 atéraux. Ce marquage présente une répartition parfaitement symétrique par 
rapport au plan médian du thalamus. 

Par ai 11 eurs, de nombreuses fibres 1 ongi tudi nales peuvent 
ê t r e  observées entre cet te  régi on marquée du noyau paraventricul aire 
thalamique e t  1 a région médio-dorsale de 1 'hypothalamus. Ces f ibres 
traversent de manière recti ligne 1 e thalamus médian. 



c  - Zona i n c e r t a  - 
c.1 - Zona i n c e r t a  homolatérale 

Dans 1  e  cas Tl ( F i g  . 45b), de nombreuses f i b r e s  

nerveuses issues du s i t e  d ' i n j e c t i o n  se d i r i g e n t  obliquement vers  l a  zona 

i n c e r t a .  Ce t te  rég ion  présente a l o r s  2 p e t i t e s  zones de f i b r e s  

t ransversales marquées. Ces 2  zones sont directement r e l i é e s  au s i t e  

d  ' i n j e c t i o n  par  de nombreuses f i b r e s  1  ongi t u d i  nales qui peuvent ê t r e  

s u i v i e s  sans i n t e r r u p t i o n  du s i t e  d ' i n j e c t i o n  à l a  zone de marquage. 

c.2 - Zona i n c e r t a  c o n t r o l a t é r a l e  

Il n ' a  jamais é t é  observé de f i b r e s  l ong i tud ina les  

marquées sur  t o u t e  l e u r  longueur en t re  l e  s i t e  d ' i n j e c t i o n  e t  l a  zona 

i ncer ta  con t ro la té ra le .  En revanche, dans l e  cas TZ9, de nombreuses f i b r e s  

1  ongi t u d i  na1 es marquées sont présentes dans 1  a  zona i ncerta c o n t r o l  a t é r a l e  

e t  se prolongent jusque dans l a  zone de marquage loca l i sée  dans l e  noyau 

r é t i c u l a i r e  thalamique du même côté. 

2 ) Ef férences du noyau maanocel 1  u1 a i r e  dorsa l  vers  

Dans tou tes  l e s  i n j e c t i o n s  réa l i sées  " i n  v i t r o "  ayant donné des 

r é s u l t a t s  exp lo i tab les ,  des t races  de marquage antérograde de péroxydase 

son t  observées dans 1  'hypothalamus. Ce marquage concerne 1  es rég ions  

suivantes : 

- Noyau paravent r icu l  a i r e  (NPV) ; 

- A i  r e  hypothal ami que 1  a t é r a l e  (AHL ) ; 

- A i  r e  p é r i v e n t r i  cu l  o- f  o rn i ca le  (APvF) ; 

- A i  r e  p é r i v e n t r i c u l  a i r e  (APV) ; 

- Hypothalamus médio-dorsal (Hmd) ; 

- Hypothalamus 1  atéro-dorsal (Hl d) ; 

- Hypothalamus médio-basal (Hmb). 



a  - Noyau pa raven t r i cu la i re  

a. 1  - Noyau paravent r icu l  a i r e  homo1 a t é r a l  

Dans l e s  7 cas T  149 Tl 5 9  T16, Ti8, Tl 99 T26 e t  T29 
où 1  a  zone de d i f f u s i o n  de 1  a  péroxydase i n j e c t é e  dans l e  NMD ne 

s ' é t e n d a i t  pas jusqu'au NPV, des f i b r e s  marquées issues  du s i t e  

d  ' i n j e c t i o n  o n t  é t é  observées se d i r i g e a n t  horizontalement ve rs  ce noyau, 

p u i s  l e  t raversant  en d i r e c t i o n  du 3e v e n t r i c u l e  (F ig .  47c). La p l u p a r t  de 

ces f i b r e s  n e  peuvent ê t r e  su i v ies  p l u s  l o i n  qu'au vois inage du 3e 

ven t r i cu le .  D' autres f i b r e s ,  au con t ra i re ,  montrent un b r u t a l  changement 

de d i r e c t i o n  e t  se d i r i g e n t  s o i t  vers l a  base de 1  'hypothalamus, s o i t  vers  

l e  sommet du 3e v e n t r i c u l e  (F ig.  47b), en suivant  dans l e s  2 cas un t r a j e t  

para1 l e 1  e  au bo rd  du ven t r i cu le .  

a  .2 - Noyau paravent r i  cu l  a i r e  con t ro l  a t é r a l  

Des t races  de marquage antérograde c o n t r o l a t é r a l  dans 

l e  NPV ont  é t é  observées dans l e  seul cas T15 (F ig .  45b). La région,  

marquée de manière dense par  des f i b r e s  t ransversales e t  l ong i tud ina les  

correspond à 1  a  p a r t i e  l a t é r a l e  du noyau. S'échappant de c e t t e  région, des 

f i b r e s  long i tud ina les  i n d i v i d u e l l e s  sont su i v ies  dans quatre d i r e c t i o n s  : 

- - vers 1  ' hypothal amus basal, jusqu'à p rox im i té  du 

noyau ventro-médi an e t  dans 1 e  noyau p é r i v e n t r i c u l a i  r e  hypothalamique ; 

- - vers 1  ' a i r e  hypothalamique 1  atéra le,  l e s  f i b r e s  

1  ongeant l a  f a c e  externe du f o r n i x  ; 

- vers  l e  thalamus médian, en t rave rsan t  - - 
1 ' hypothal amis médi O-dorsal ; 

- ve rs  l e  3e vent r icu le ,  en t raversant  l e  NPV. --- 

Il apparai t donc un f o r t  cont ingent  de f i b r e s  marquées 

qu i ,  ayant effectué une décussation au se in  de l a  tranche, se regroupent 

dans l a  p a r t i e  externe du NPV e t  desservent ensu i te  d i f f é r e n t s  t e r r i t o i r e s  

hypothalamiques. Il ne sera p l u s  par l a  s u i t e  f a i t  a l l u s i o n  à ces quat re  

rég ions  q u ' i l  f a u t  également considérer  comme é tan t  des zones de 

p r o j e c t i o n  e t /ou  de passage de f i b r e s  issues du NMD c o n t r o l a t é r a l  . 



FIGURE 47 

Marquage observé dans 1 ' hypothél amus apres i njhction iontophorétique 
de peroxydaie dans l e  noyau magnbeellulaire dorsal sur tranche de cerveau. 

a) S i te  d' injection. Le centre Qu s i t e  dglnJection est mat9rial isb 

par 1 'btoi le.  Il f a u t  - noter l es  f ibres issues du s i t e  se 

dir igeant vers 1 hypothaJamris adio-dorsal  (double f l k h e )  a ins i  
que vers 1 ' hypothal auus 1 atero-dorsal, 1 at&r a l  e t  1 atéro-basal 

(simples f l k h e s )  (Tl5). % r- . r7b,-c$*&~~+7 $$:% ?. ;j;4+&f>'bw 
" 51i 

Barre de ca l  i brat ion : 100 Pm. ,,, ' 7  4c $ 

* .**' 
1" 

b )  Fibres longitudinales issues du s i t e  d ' in jec t ion  ( é t o i l e )  en 
direct ion du 3e ventr icule puis cheminant para1 lëlement à ce lu i -  
c i  vers son sommet. Il fau t  noter aussi des f i b r e s  longitudinales 

de 1 ' hypothalanus mildio-dorsal ou du tha l  anis médian (Tl 
Barre de ca l ibrat ion : 100 p. 

c )  Fibres longitudinales issues du s i t e  di in jec t ion  traversant l e  

noyau paraventriculaire en d i rect ion du 3e ventricule (Tl 
Barre de ca l ib ra t ion  : 1 0 0 p .  & . .  A t e  





b  - - A i r e  hypothalamique l a t é r a l e  

Dans 7 cas (Tii), Tl 5, T16Y T18, TlgY TZ6 e t  TZ9), des 
f i b r e s  marquées o n t  é t é  s u i v i e s  homolatéralement jusqu'au niveau de 1  'HL 

(F ig .  48a). La p l u p a r t  du temps, l e u r  t r a j e t  s 'e f fectue l e  long de l a  f ace  

externe du f o r n i x .  P lus rarement, l e s  f i b r e s  longent  l a  f a c e  i n t e r n e  du 

f o rn i x  pour desserv i r  1  ' a i r e  hypothalamique 1  atéra le.  

c  - A i  r e  p é r i  ventricule-f o r n i  ca l  e  - 
Dans l e s  3  cas Ti4, Tl e t  T18, des f i b r e s  l ong i tud ina les  

issues du s i t e  d ' i n j e c t i o n  on t  é t é  observées se d i r i g e a n t  ver t ica lement  en 

d i r e c t i o n  du noyau ventro-médi an, au t r a v e r s  de 1  ' a i r e  p é r i  v e n t r i  cu l  o- 

f orn ica le .  

Ces f i b r e s  n ' o n t  jamais é t é  observées dans l e  cen t re  du 

noyau ventro-médian mais semblaient t ou jou rs  s '  a r r ê t e r  dans 1  a  capsule 

pér iphér ique de ce noyau. 

d  - - A i r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e  

d.1 - A i r e  p é r i v e n t r i c u l a i  r e  homolatérale 

Un marquage de 1  ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e  a  é t é  

observé l o r s  de 1  ' i n j e c t i o n  Tl (F ig.  45b). 11 présente une zone de f i b r e s  

t ransversales s i t uée  en bordure du 3e vent r icu le ,  t raversée par  des 

p o r t i o n s  de f i b r e s  1  ongi t u d i  na1 es or ien tées  para1 l è l  ement au bord  du 

v e n t r i c u l e  (F ig .  48c) . 

d.2 - A i  r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e  c o n t r o l a t é r a l e  

Pour 1  a  même tranche Tl ( F i g  . 45b), un marquage 

c o n t r o l a t é r a l  parfai tement symétrique au marquage homol a t é r a l  a  é t é  

obtenu, aussi  b ien  pour 1  a  zone de f i b r e s  t ransversales que pour l e s  

f i b r e s  1  ongi t u d i  nales 1  a  t raversant .  

e  - Hypothalamus médio-dorsal 

Des f i b r e s  o r i g i n a i r e s  du s i t e  d ' i n j e c t i o n  e t  se d i r i g e a n t  

obliquement vers  l e  sommet du 3e v e n t r i c u l e  o n t  é t é  remarquées dans l e s  4  

cas TI5, T i 7 '  T18 e t  T Z 6  Ces po r t i ons  de f i b r e s  marquées sont  t o u j o u r s  

or ien tées  en d i r e c t i o n  du thalamus médian (F ig .  48b). 



FIGURE 48 

Marquage observé dans 1  ' hypothalamus après i n j e c t i o n  i ontophorét ique 

de péroxydase dans l e  noyau magnocel l u l a i r e  dorsa l  sur  tranche de cerveau. 

a )  F ib res  1  ongi tud ina les  issues du s i t e  d ' i n j e c t i o n  ( é t o i l e )  en 

d i r e c t i o n  de 1  ' hypothalamus 1  a té ra l  (Tl 5) .  

Barre de c a l i b r a t i o n  : 100 !m. 

b )  B i fu rca t i on  d'une f i b r e  l o n g i t u d i n a l e  au dessus du 3e vent r icu le ,  

en d i r e c t i o n  du thalamus médian (TI5). 
Barre de c a l i b r a t i o n  : 50 PB. 

c )  Marquage de f i b r e s  t ransversales e t  long i tud ina les  dans 1  ' a i r e  

p é r i v e n t r i c u l  a i r e  (Tl 5 ) .  

Barre de c a l  i b r a t i o n  : 50 ym. 

d)  Marquage dans 1  ' hypothal amus médio-basal c o n t r o l  a té ra l  (Tl 5 ) .  Les 

f lêches ind iquent  des f i b r e s  1  ongi t u d i  nales i ssues de 1  a  zone de 

marquage e t  se d i r i g e a n t  s o i t  vers 1  e  noyau ventro-médian, s o i t  

vers 1  'hypothalamus 1  a té ra l  . 
Barre de c a l i b r a t i o n  : 100 )in. 





f - Hypothalamus 1 atéro-dorsal 

Un marquage, t ou jou rs  homo1 a t é r a l  , a é t é  observé à 5 

r e p r i s e s  (Tl 4, Tl 5, T18, T19 e t  TZ9) dans 1 'hypothalamus la té ro-dorsa l ,  

t o u j o u r s  sous l ' aspec t  de f i b r e s  pa r tan t  du s i t e  d ' i n j e c t i o n  e t  

progressant dans une d i r e c t i o n  perpendicula i re au 3e v e n t r i c u l e  jusqu'au 

niveau de 1 'hypothalamus 1 atéro-dorsal . 

g - Hypothalamus médio-basal 

- Un marquage dans 1 'hypothalamus médio-basal n ' a  é t é  obtenu 

que dans l e  cas Tl ( F i g  . 45b e t  ce uniquement du cô té  c o n t r o l a t é r a l  . Ce 
marquage appara i t  comme un regroupement de f i b r e s  t ransversales l oca l i sées  

à 1 a base de 1 ' hypothalamus, dans une rég ion  adjacente au noyau arqué 

mais en dehors de c e l u i - c i ,  e t  associées à des fragments de f i b r e s  se 

d i r i g e a n t  s o i t  vers l e  noyau ventro-médian, s o i t  vers l ' a i r e  

hypothalamique 1 a té ra le  (F ig.  48d). 

En concl usion, 1 ' i n j e c t i o n  de péroxydase dans l e  NMD effectuée 

sous c o n t r ô l e  v i s u e l  sur tranche d'hypothalamus " i n  v i t r o " ,  a permis de 

me t t re  en évidence cer ta ines  des p ro jec t i ons  ef férentes du noyau, vers 

1 'hypothalamus mais aussi vers l e  thalamus. La f i g u r e  49 e s t  présentée 

a f i n  de r é c a p i t u l e r  de manière synthét ique 1 ' ensemble des r é s u l t a t s  

obtenus. 



F I G U R E  49 

Dessin regroupant 1 'ensemble des résultats obtenus après injection 
i ontophorétique de péroxydase dans 1 e noyau magnocel 1 ul aire dorsal sur 
tranches de cerveau, tant dans 1 'hypothalamus que dans l e  thal amus. 

r,::~&!W- C' ' q.24 
,Y~$;;;F&~Y+ Fibres transversales 
!jk<g;2;$,.!!3 

ha-=- Y .. C* ,-=- 
,>a, ,- Fibres 1 ongi tudi na1 es 

-----z 

Site d'injection 







Le premier o b j e c t i f  de ce t r a v a i l  é t a i t  d ' é t a b l i r  une 

c l  a s s i f i c a t i o n  des neurones du noyau magnocel l u l a i r e  dorsal  (NMD) d 'après 

1 eurs carac tér is t iques morphologiques m i  ses en évidence par  imprégnation 

argentique. 

Technique d ' imprégnation argent ique  

Depuis l a  desc r ip t i on  i n i t i a l e  de l a  technique d' imprégnation 

f i n e  du neuroplasrne par  un dépôt g ranu la i re  de chromate d 'argent  au s i è c l e  

de rn ie r  (GOLGI, 1873) , de nombreuses v a r i  antes on t  é t é  proposées (revues 

dans POULAIN e t  BARRY, 1971 e t  MILLHOUSE, 1981). Ces var iantes semblent 

a v o i r  des e f fe ts  t a n t  sur  l a  na ture  que sur l e  nombre des neurones marqués 

(MAC MULLEN e t  ALMLI, 1981 ) . Cela a donc ent ra îné l e  choix d'une va r ian te  

de 1 a technique de GOLGI par t icu l iè rement  adaptée à 1 ' imprégnation de 

1 'hypothalamus, ce qu i  semblait ê t r e  l e  cas de l a  technique d e c r i t e  p a r  

MAC MULLEN e t  ALMLI (1 981 ) . 
11 a tou jou rs  é t é  rapporté que l e s  méthodes d' imprégnation 

argentique de GOLGI ne marquaient qu'une p a r t i e  éventuellement f a i b l e  des 

neurones présents dans une r é g i  on donnée du t i ssu nerveux (RAMON-MOLINER, 

1961 ; SCHADE e t  al., 1964 ; SCHADE e t  CAVENESS, 1968 ; BARRY, 1972) e t  

que c e r t a i  ns neurones, en p a r t i c u l i e r  1 es neurones magnocel 1 u l  a i  res  du 

noyau pa raven t r i cu la i re  (NPV) (BARRY, 19751, é t a i e n t  d i f f i c i l e m e n t  

imprégnés. Ceci condu i t  à soulever l e  problème de l a  s é l e c t i v i t é  de 

1 ' imprégnation argentique (SHOLL, 1955 ; SMIT e t  COLON, 1969 ; PASTERNAK 

e t  WOOLSEY, 1975). Ce t te  s é l e c t i v i t é  a u r a i t  pour conséquence d i r e c t e  que 

c e r t a i n s  types ce1 1 u1 a i r e s  ne sera ien t  pas imprégnés à 1 ' i n t é r i e u r  d ' une 

popu la t ion  donnée e t  donc échapperaient complètement à 1 'examen 

microscopique. Récemment, SHIMONO e t  TSUJI (1 987) on t  démontré sans 

ambiguité possible, en comparant l a  technique de GOLGI à l a  co lo ra t i on  de 

NISSL dans l e  noyau ventro-médian e t  l ' a i r e  hypothalamique la té ra le ,  que 

1 a technique d '  imprégnation argentique é t a i t  non s é l e c t i v e  au s e i n  



d'une même région, au moins dans 1 'hypothalamus. Pour c e t t e  raison, on 

peut  supposer que tous l e s  types c e l l u l a i r e s  présents dans l a  rég ion  

observée o n t  é t é  imprégnés. 11 n 'es t  t o u t e f o i s  pas poss ib le  d ' a f f i r m e r  

avec une t o t a l e  c e r t i t u d e  q u ' i l  n ' e x i s t e  pas dans l e  NMD un type 

c e l l u l a i r e  totalement r é f r a c t a i r e  à c e t t e  c o l o r a t i o n  argentique, b i e n  que 

1 es r é s u l t a t s  obtenus grâce aux autres méthodes que nous avons u t i  1 i sées 
( t ranspor t  rét rograde de péroxydase ou i n j e c t i o n s  i n t r a c e l l u l a i r e s  de 

LUCIFER YELLOW (LY) tendent à i n f i r m e r  une t e l  l e  éventua l i te .  

Et udes statistiques 

Le grand nombre de mesures effectuées sur  chacune des 213 

c e l l u l e s  imprégnées dans l a  rég ion du NMD nous a o r ien té  vers  

l ' u t i l i s a t i o n  de méthodes d'analyse s t a t i s t i q u e  m u l t i v a r i a b l e  de nos 

données. Les analyses mu1 t i v a r i a b l e s  permettent en e f f e t  1 a combinai son de 

tou tes  l e s  var iables,  a i n s i  que l e u r  t ra i tement  de manière simultanée 

a l o r s  que l e s  méthodes classiques d'analyse ne permettent d 'é tud ie r  1 a 

populat ion que va r iab le  par var iab le .  

Les méthodes u t i  1 i sées dans c e t t e  étude sont 1 'Analyse en 

Composante P r i n c i p a l e  (A.C.P.) (PEARSON, 1901 ; RAO, 1964 ; SNEATH e t  

SOKAL, 1973 ; LEBART e t  al., 19821, 1 'Analyse F a c t o r i e l  l e  Discr iminante 

(A.F.D. (ROMEDER, 1973 ; LEFEBVRE, 1980 ; FOUCART, 1982), l a  

C l  a s s i f i c a t i o n  Automatique Hiérarchisée (C .A.H. (SOKAL e t  SNEATH, 1963 ; 

LERMAN, 1970 ; JAMBU, 1978 ; BENZECRI e t  al., 1984 ; ROUX, 1985) e t  l e  

c a l c u l  de 1 a D i  stance Généralisée de MAHALANOBIS (D' de MAHALANOBIS) 

(MAHALANOBIS, 1927 ; 1930 ; 1936 ; BOITARD, 1978 ; LEFEBVRE, 1980 ; 

LEGENDRE e t  LEGENDRE, 1 984) . 
LIA.C.P. é t a i t  l a  méthode l a  p l u s  appropriée à not re  étude 

morphométrique e t  à l a  nature de n o t r e  tableau de données. Cet te  méthode 

permet en e f f e t  de combiner tous l e s  paramètres l e s  uns aux autres e t  de 

r é d u i r e  1 'ensemble des données i n i t i a l e s  en un ensemble de données p l u s  

r é d u i t  en ne perdant qu'un minimum d' in format ions.  Le r ô l e  de 1'A.F.D. 

dans ce  type de t r a v a i l  é t a i t  de déterminer l e s  paramètres q u i  

ca rac té r i sen t  l e s  types c e l l u l a i r e s  d é f i n i s  pa r  1 'A.C.P., l e  ca lcu l  du D 2 

de MAHALANOBIS j u s t i f i a n t  l e  b i e n  fondé de l a  c o n s t i t u t i o n  des sous 

populat ions de neurones. Récemment, PEARSON e t  a l  (1985) o n t  indiqué que 

l ' u t i l i s a t i o n  d'une A.C.P. pour r é a l i s e r  des subdivisions à l ' i n t é r i e u r  

d'une populat ion ce1 l u l a i r e  donnait  des r é s u l t a t s  comparables à ceux 



obtenus par  1 es méthodes non s t a t i s t i q u e s  ( n ' u t i l i s a n t  que des c r i t è r e s  

d 'observat ion)  mais de p lus  f a i s a i t  r e s s o r t i r  des ca rac té r i s t i ques  

impossibles à appréhender au cours d'une simple observat ion microscopique. 

Les méthodes d 'analyse s t a t i s t i q u e  mu1 t i v a r i a b l e  nous o n t  

permis de met t re  en évidence une hétérogénéité dans l a  popu la t ion  

c e l l u l a i r e  du NMD. Quat re  types de ce1 lu1  es on t  a i n s i  é t é  d é c r i t s .  

Synthèse des  résu l ta t s  des  études morphologiques 

La morphologie des neurones du NMD a également é t é  étudiée par  

i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de LY. Les r é s u l t a t s  obtenus sur  14 neurones 

i n j e c t é s  confirment pour ce r ta ins  aspects l e s  observat ions réa l i sées  aprës 

imprégnation argentique, t a n t  en ce qu i  concerne 1 a morphologie des corps 

c e l l u l a i r e s  que l a  d i r e c t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  des axones. 

Les images obtenues dans l e  NMD après t ranspor t  in t ra -axona l  

ré t rograde de péroxydase à p a r t i r  du septum l a t é r a l  (SL), qu i  o n t  

con t r i bué  à démontrer 1 'ex is tence d'une r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  l e  NMD e t  

1 e SL, o n t  aussi permis de d é t a i l l e r  1 a morphologie des péricaryons e t  des 

t roncs  dendr i t iques proximaux des neurones du NMD. 

Nous présenterons c i -après une comparaison des in format ions 

morphologiques obtenues par  l ' a p p l i c a t i o n  de ces t r o i s  techniques d 'é tude 

(technique de GOLGI, i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de LY e t  t ranspor t  

ré t rograde de péroxydase) en c l  assant 1 es types ce1 1 u l  a i res  présents dans 

1 e NMD selon 1 es c r i t è r e s  qu i  on t  é t é  dé f i  n i  s  au cours de 1 'analyse 

s t a t i s t i q u e  (neurones de type 1, II, III e t  IV ) .  Dans c e t t e  comparaison, 

il e s t  t o u t e f o i s  d i f f i c i l e  d ' é t a b l i r  une r e l a t i o n  en t re  l e s  t a i l l e s  des 

corps c e l l u l a i r e s  d 'un  même type l o r s q u ' e l  l e s  sont mesurées sur des 

neurones mis  en évidence par  des techniques d i f férentes.  En effet,  l a  

déshydratat ion du t i s s u  par  1 'a lcoo l  qu i  précède l e  t ra i tement  au to luène 

des t i né  à s o l u b i l i s e r  l e s  composants l i p i d i q u e s  de l a  membrane 

s'accompagne d'une f o r t e  réduc t ion  de 1 a t a i l l e  des corps ce1 l u l a i r e s ,  y 

compris l o r s  de 1 ' u t i l i s a t i o n  de l a  technique de GOLGI (BARRET e t  GRILL, 

1974). Dans n o t r e  étude, 1 ' u t i  1  i sat ion  du DMSO 1 ors  du t ra i tement  des 

tranches contenant des ce1 1 u l  es i n jec tées  au LY a permi s  au c o n t r a i r e  

d ' é v i t e r  l a  r é t r a c t i o n  dûe à l a  déshydratat ion t o u t  en assurant une bonne 

s o l  ubi  1 i sat ion  des 1 i p i  des (GRACE e t  LLINAS, 1985). Ces auteurs ind iquent  

que l e  t ra i tement  des tranches au DMSO ne provoque pas de mod i f i ca t ion  

morphologique des neurones i n j e c t é s  au LY. En r é a l i t é ,  dans no t re  étude, 



1 a t a i  1 l e  des neurones mesurée après i n j e c t i o n  i nt race l  lu1 a i r e  es t  apparue 

p l u s  importante, e t  v r a i  semblablement p l u s  proche des t a i l l e s  rée l l es ,  que 

c e l l e  obtenue par  l e s  autres techniques morphologiques (technique de GOLGI 

e t  t ranspor t  ré t rograde de péroxydase). 

1 ) Neurones de type 1 : (Fig.  50) 

Les péricaryons imprégnés par  1 a méthode de GOLGI e t  c lassés 

dans ce  type sont l e s  p lus  nombreux. I l s  sont d é c r i t s  comme ayant un 

aspect globul-eux ou polygonal. I l s  sont d'une t a i l l e  i n f é r i e u r e  à c e l l e  

des péricaryons des au t res  types. Les t roncs dendr i t iques issus  de ces 

péricaryons sont simples ou doubles, peu ram i f i és  e t  sans d i r e c t i o n  

p ré fé ren t i e l  l e .  Les axones, au cont ra i re ,  empruntent t r o i s  d i r e c t i o n s  

p ré fé ren t i e l  l e s  : vers 1 'hypothalamus médio-dorsal , vers  1 ' a i r e  

p é r i f o r n i c a l e  externe e t  vers 1 ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l o - f  o rn ica le .  

L'examen des c e l l u l e s  du NMD in jec tées  par  l e  LY a permis de 

confirmer 1 ' e x i  stence de neurones appartenant à ce t ype  ce1 l u 1  a i re.  En 

ef fet ,  un c e r t a i n  nombre de ce1 l u l e s  i n j e c t é e s  peut ê t r e  i n c l u s  dans c e  

t ype  1, t a n t  pour 1 'aspect globuleux du pér icaryon que pour l a  forme du 

champ dendr i t ique à r a m i f i c a t i o n s  t r è s  rédu i tes  ( c e l l u l e s  23, 26, 27, 35 

e t  41). En ce qu i  concerne l a  d i r e c t i o n  empruntée par  l e s  axones, seul l e  

cheminement vers  1 'hypothalamus médio-dorsal a pu ê t r e  conf irmé (ce1 1 u l  es 

23 e t  35). 

L ' observat ion des neurones marqués par 1 a péroxydase u t i  1 i sée 

pour me t t re  en évidence l e s  efférentes du NMD vers l e  SL a permi s de 

v i  sua1 i ser des corps ce1 1 u l  a i r e s  de forme g l  obul euse pouvant 

raisonnablement ê t r e  i n c l u s  dans ce type 1. Ce cont ingent  e s t  assez r é d u i t  

pa r  rappor t  à l 'ensemble des neurones marqués après t ranspor t  ré t rograde 

depuis 1 e SL. Aucune in fo rmat ion  quant à 1 a forme du champ dendr i t i que  ou 

à l a  d i r e c t i o n  empruntée par  l 'axone n ' a  pu nous ê t r e  f o u r n i e  par c e t t e  

technique. 

Il f a u t  s igna le r  que l o r s  des i n j e c t i o n s  i n t r a c e l l u l a i r e s  

r é a l i s é e s  sur  l e s  c e l l u l e s  23 e t  27, 1 'enregistrement de l e u r  a c t i v i t é  

é l e c t r i q u e  a mis en évidence l a  présence d'un p o t e n t i e l  dépolar isant  l e n t ,  

l i é  à une conductance ca lc ique i nac t i vée  au p o t e n t i e l  de repos e t  dé- 

i n a c t i v i  tée par  1 ' hyperpol a r i  sa t ion  de 1 a membrane (POULAIN, cornmunicati on 

personnel le) .  Des neurones présentant des propr ié tés  semblables ont  é t é  

découverts dans l a  même espèce au voisinage du NPV (POULAIN e t  CARETTE, 



FIGURE 50 

Ce1 lules de Type 1. 

a )  Dessin d '  une ce11 ule marquée par injection intracel lulaire  de 

Lucifer-Yell ow (ce1 lule  23). 

Barre de calibration : 100 pm. 

b )  Cellule imprégnée par l a  technique de GOLGI modifiée. 

Barre de cal ibration : 25 pm. 

c )  Ce1 lule marquée après transport rétrograde de péroxydase à par t i r  

du septum 1 atéral . 
Barre de ca l i  bration : 25 P m .  
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1987) e t  dans l e  noyau ventro-médian (MINAMI e t  a l  ., 1986). I l s  sont 

également nombreux dans tou te  1 a rég ion p é r i f o r n i c a l e  (POULAIN, 

communication personnel l e ) .  Leur analyse morphologique (POULAIN e t  

CARETTE, 1987) permet de l e s  d é f i n i r  comme é tan t  des éléments de t y ~ e  

r é t i c u l a i r e .  I l s  possèdent en e f f e t  un p e t i t  nombre de dendr i tes assez 

r e c t i l i g n e s e t  su r tou t  peu ramif iées, issues d 'un  pér icaryong lobu leux  

d'assez p e t i t e  t a i l l e .  Cet te  desc r ip t i on  correspond en t o u t  p o i n t  à ce1 l e  

des ce1 l u l e s  r é t i c u l a i r e s  "i sodendri t iques" (RAMON-MOLINER e t  NAUTA, 1966) 

q u i  sont nombreuses dans 1 'hypothalamus (BARRY, 1972 ; LEONTOVICH e t  

ZHUKOVA, 1963) où e l l e s  ont  é t é  déc r i t es  à p a r t i r  de préparat ions de GOLGI 

dans l a  rég ion du NPV (BARRY, 1975; LEFRANC, 1966). On peut supposer qu 'à  

1 ' i n t é r i e u r  du groupe des neurones de type 1 peut  ê t r e  classée une sous- 

popu la t ion  de ce1 l u l e s  non pas spécif ique au NMD, mais appartenant au 

réseau de neurones r é t i c u l a i r e s  qui  s 'étend dans l a  majeure p a r t i e  de 

1 'hypothalamus, assurant 1 es connections en t re  s t ruc tures  vo is ines  

(LEONTOVICH e t  ZHUKOVA, 1963). A 1 'appui de c e t t e  propos i t ion  v i e n t  1 a 

consta ta t ion  que l e s  neurones de type 1, t r è s  nombreux sur l e s  

préparat ions de GOLGI, ne représentent qu'une f a i b l e  propor t ion  des 

neurones marqués par  t ranspor t  rét rograde à p a r t i r  du SL. Il peut donc 

ê t r e  envisagé que l e  groupe des neurones de type 1 s o i t  const i tué  d 'une 

p a r t  de neurones (enképhalinergiques) se p r o j e t a n t  vers l e  SL mais aussi  

de neurones ( r é t i c u l a i r e s )  é tab l i ssan t  d 'au t res  r e l a t i o n s  de type l o c a l ,  

e t  que ces sous-popul a t i  ons possèdent cependant des ca rac té r i  s t iques 

morphologiques communes. 

2 Neurones de type II : (Fig.  51) 

Les neurones classés dans ce type ce1 l u l a i r e  présentent après 

imprégnation argentique des péricaryons de forme sphérique ou t r i a n g u l a i r e  

selon l e  p l a n  dans lequel  i l s  sont observés. Lorsque l e  péricaryon a un 

aspect tri angul a i re,  on peut observer t r o i  s  t roncs  dendri t i ques  i ssus de 

chacun des angles, ce q u i  ren force  1 'aspect tri angul a i r e  du corps 

ce1 1 u l  a i re .  S i  ce de rn ie r  apparai t sphêrique, 1 es t roncs  dendri  t iques sont  

p l  acés tangent ie l  lement au p é r i  caryon. Les dendr i tes présentent d ' a u t r e  

p a r t  une rami f i ca t i on  abondante recouvrant une surface importante. B ien  

que non appuyés par une ëtude s ta t i s t i que ,  l e s  r é s u l t a t s  des observat ions 

réa l i sées  sur  1 es axones on t  permis de l o c a l i s e r  l e  cône d'émergence l e  

p l u s  souvent sur  l e  pér icaryon ou à f a i b l e  d is tance de c e l u i - c i .  Deux 



FIGURE 51 

Cellules de Type II .  

a )  Dessin d'une ce1 1 ule marquée par i  njection i  ntracellul a i re  de 

Lucifer-Yell ow (ce1 lule  25). 

Barre de calibration : 50 pm 

b )  Cellules imprégnées par 1 a technique de GOLGI modifiée. 

Barre de cal ibration : 20 pm 

c )  Cellule imprégnée par l a  technique de GOLGI modifiée. 

Barre de calibration : 20 pm 

d )  Cellule marquée après transport rétrograde de péroxydase à par t i r  

du septum 1 atéral . 
Barre de calibration : 20 p m  





d i r e c t i o n s  p ré fé ren t ie l l es  de l 'axone ont  pu ê t r e  mises en évidence, l ' u n e  

vers  1 'hypothalamus dorsal  e t  l ' a u t r e ,  p lus  rare,  vers 1 ' a i r e  

p é r i f o r n i c a l e  externe. 

Les i n j e c t i o n s  i n t r a c e l l u l a i r e s  de LY on t  permis de conf i rmer 

1 'ex is tence de c e t t e  popu la t ion  de neurones à pér icaryon t r i a n g u l a i r e  e t  à 

a rbo r i  sa t ion  dendr i t ique abondante (ce1 l u l e s  25, 28, 31, 33, 34 e t  38). En 

ce  qu i  concerne l e s  axones, i 1s sont tou jours  d i r i g é s  vers l a  zona 

incer ta ,  au t rave rs  de 1 ' a i r e  hypothalamique 1 atéro-dorsale (ce1 l u l e  33) 

e t  dans 1 ' a i r e  pé r i f o rn i ca le  ( c e l l u l e  381, ce  qu i  e s t  par fa i tement  

compatible avec 1 es d i r e c t i o n s  observées en GOLGI vers 1 ' hypothalamus 

dorsa l .  

Après observat ion des neurones marqués par  t ranspor t  rét rograde 

de péroxydase à p a r t i r  du SL, de nombreux de corps c e l l u l a i r e s  d'aspect 

p i r i f o rme  peuvent ê t r e  rapprochés de ce type II. Il f a u t  no ter  que ces 

corps ce1 l u 1  a i res  const i tuent  une populat ion importante parmi 1 es neurones 

marqués par  t ranspor t  rétrograde. 

3 )  Neurones de type 1 II : (Fig.  52) 

Les neurones appartenant à c e t t e  populat ion ce1 lu1  a i r e  e t  

imprégnés par  l a  technique de GOLGI sont de t a i l l e  assez importante, 

t ou jou rs  de forme al longée e t  oblongue e t  présentent 2 t roncs  dendr i t iques 

importants diamétralement opposés. Ces neurones sont o r i en tés  

p ré fé ren t i  e l  lement selon un axe perpendi cu l  a i r e  au 3e ven t r i cu le .  L '  axone 

es t ,  dans l a  ma jo r i t é  des cas, supporté par  une branche dendr i t ique e t  

n a î t  assez l o i n  du péricaryon. Les d i r e c t i o n s  p r é f é r e n t i e l l e s  de l 'axone,  

1 orsqu 'e l  l e s  o n t  pu ê t r e  mises en évidence, ind iquent  un cheminement vers  

l a  zona i n c e r t a  e t  l ' a i r e  pér ivent r icu lo- forn ica le .  

Lors des i n j e c t i  ons i ntrace l  l u1  a i  res de LY, des ce1 1 u l  es 

présentant  des carac tér is t iques morphologiques remarquablement ident iques 

( c e l l u l e s  24, 29 e t  391, o n t  é té  mises en évidence t a n t  en ce qu i  concerne 

1 a forme du pér icaryon que 1 'apparence du champ dendri  t ique.  Dans 1 e cas 
des c e l l u l e s  24 e t  29, l e  cône d'êmergence e s t  t ou jou rs  s i t u é  sur  une 

dendr i te,  ce qu i  corrobore l e s  observations obtenues grâce à 1 a technique 

de GOLGI. En ce qu i  concerne l a  d i r e c t i o n  empruntée par l e s  axones de ces 

neurones, l e s  c e l l u l e s  24 e t  29 ont  présente des axones d i r i g é s  

respectivement vers 1 a zona i n c e r t a  e t  1 ' a i r e  hypothalamique 1 atéro-  

dorsale. Par contre, 1 ' o r i e n t a t i o n  de 1 'axone vers 1 'hypothalamus mêdio- 



FIGURE 52 

C e l l u l e s  de Type III. 

a )  Dessin d'une ce1 l u l e  marquée par i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de 

Luc i fe r -Ye l l  ow (ce1 l u l e  29). 

Barre de c a l i  b r a t i o n  : 50 pm 

b )  Ce1 l u l e  imprégnée par  l a  technique de GOLGI modi f iée.  

Barre de c a l i b r a t i o n  : 20 pm 

c )  Ce1 l u l e  marquée après t ranspor t  rét rograde de péroxydase à p a r t i r  

du septum 1  a t é r a l  . 
Barre de c a l i b r a t i o n  : 14 pm 





dorsa l  (observée parmi l a  populat ion de neurones de c e  type imprégnés pa r  

1 a méthode de GOLGI) n ' a  jamai s é t é  ret rouvée avec c e t t e  technique. 

L '  observat ion des ce1 1 u l  es marquées par  t ranspor t  ré t rograde de 

péroxydase a permi s de conf  i rmer 1 ' e x i  stence d ' un t ype  ce1 l u 1  a i r e  

présentant  ces ca rac té r i s t i ques  morphologiques a i n s i  que 1 ' importance de 

1 eur e f f e c t i f .  

4) Neurones de type I V  

Les neurones de ce  type, dont l e  pér icaryon e s t  de t a i  1 l e  

moyenne, présentent une o r i e n t a t i o n  v e r t i c a l e  para1 1 è l  e au 3e v e n t r i c u l e  

e t  un champ dendr i  t i q u e  de t r è s  grande étendue. Ces neurones n ' o n t  é t é  mis 

en évidence que par  l a  technique d' imprégnation argent ique e t  n ' o n t  jamais 

pu ê t r e  observés par l e s  deux autres techniques. Le f a i b l e  e f f e c t i f  de ce 

groupe, a i n s i  que 1 'extrême d i f f i c u l t é  à imprégner l e s  axones, ne nous 

permettent pas de conclure de manière préc ise  en ce  qu i  concerne l e s  

au t res  c r i t è r e s  morphologiques qu i  ca rac té r i se ra ien t  l e s  neurones de ce 

groupe. 

En conclusion, 1 'ensemble de ces r é s u l t a t s  nous permet de 

supposer que dans 1 a r é g i  on du NMD e x i  s ten t  quatre groupes de ce1 1 u l  es 

nerveuses possédant des ca rac té r i s t i ques  morphologiques e t  des 

o r i e n t a t i o n s  d'axones b i e n  d i s t i n c t e s .  Deux d 'en t re  eux se p r o j e t t e r a i e n t  

p l u s  par t i cu l iè rement  vers 1 e SL ( types II e t  I I I )  e t  correspondraient aux 

neurones enképhal inergiques du NMD. Un t ro i s ième groupe ( type 1) 

i n t e r v i e n d r a i t  p l u t ô t  dans des r e l a t i o n s  locales.  Un dern ie r  groupe e n f i n  

ne se p r o j e t t e r a i t  ( t ype  IV)  pas vers l e  SL, e t  rep résen te ra i t  un t r ë s  

f a i b l e  e f f e c t i f  parmi l e s  neurones étudiés. 

Le second o b j e c t i f  de ce t r a v a i l  é t a i t  de met t re  en évidence 

1 es efférences du NMD. 

Ab sence d 'efférente du noyau magnocellulaire dorsal vers 1 'éminence 

médiane 

De nombreuses f i b r e s  e t  termi  na i  sons nerveuses 

enképhal i nergiques é t a n t  présentes dans 1 a 1 èvre externe de 1 'éminence 

médiane (EM) chez l e  Cobaye, nous avons voulu t o u t  d 'abord v é r i f i e r  s i  1 e 



NMD pouvai t  ê t r e  à 1 ' o r i g i n e  de c e t t e  innervat ion.  Dans nos expériences de 

1 ésion é l e c t r o l y t i q u e  du NMD, aucune d i f f é rence  qua1 i t a t i v e  ou quantat ive 

n 'a  é t é  notée en ce qu i  concerne 1 ' immunoréactivité v i s -à -v i s  des 

enképhalines e n t r e  l e s  animaux t h o i n s  e t  ceux ayant subi une dest ruc t ion  

b i  l a t é r a l e  du noyau. 

L'absence de r e l a t i o n  d i r e c t e  en t re  l e  NMD e t  1 'EM a ensu i te  

é t é  confirmée par  l e s  expériences d ' i n j e c t i o n  int raveineuse de péroxydase. 

Ces expériences o n t  permi s de déta i  1 l e r  1 a topographie des neurones 

hypothalamiques af férents aux organes dénués de b a r r i è r e  h h a t o -  

encéphal ique (dont 1 'EM e t  1 a neurohypophyse) . Cette topographie, d é c r i t e  

i c i  pour 1 a première f o i  s chez l e  Cobaye, e s t  t o u t  à f a i t  en accord avec 

1 es r é s u l t a t s  obtenus chez 1 a Souri s par BROADWELL e t  BRIGHTMAN (1  9761, 

pa r  YOUNGSTROM e t  NUNEZ (1 987) en ce qui  concerne l e s  neurones vo is ins  des 

noyaux suprachi asmatiques e t  par JENNES e t  STUMPF (1 986) pour l e s  neurones 

p a r v i  ce1 1 u l  a i r e s  disséminés dans t o u t  1 'hypothalamus. 

Les neurones magnocel lulaires marqués dans l e  NPV e t  l e  noyau 

supra-optique après app l ica t ion  int raveineuse correspondent à 1 ' o r i g i n e  du 

t r a c t u s  hypothalamo-neurohypophysaire, apparaissant chez l e  Rat après 

i n j e c t i o n  de t raceurs  dans l a  neurohypophyse (SHERLOCK e t  al . ,  1975 ; 

ARMSTRONG e t  al., 1980 ; WIEGAND e t  PRICE,  1980) ou dans 1 'EM (LECHAN e t  

al., 1980 ; WIEGAND e t  PRICE, 1980), en considérant que dans ce de rn ie r  

cas l e  t r a c t u s  hypothalamo-neurohypophysaire e s t  également touché par  

1 ' i n j e c t i o n .  

Les neurones p a r v i c e l l  u l  aires, hormis 1 es éléments appartenant 

au noyau arqué q u i  ne peuvent ê t r e  i d e n t i f i é s  par  c e t t e  technique, 

cont r ibuent  quant à eux au t r a c t u s  tubéro- in fund ibu la i re  q u i  se termine 

dans 1 a p a r t i e  externe de 1 'EM comme c e l a  e s t  démontré chez l e  Rat après 

a p p l i c a t i o n  de t raceurs  sous con t rô le  v i  sue1 à prox imi té  des vaisseaux 

por tes  de 1 'EM (WIEGAND e t  PRICE, 1980 ; LECHAN e t  al . ,  1982 ; SILVERMAN 

e t  al., 1987). 

L '  i m p o s s i b i l i t é  de marquer l e s  péricaryons du NMD dans n o t r e  

ma té r ie l  perpet donc de conclure que ceux-ci ne sont pas à l ' o r i g i n e  de 

p ro jec t i ons  s 'engageant dans 1 es t rac tus  hypothal amo-neurohypophysai r e  ou 

tubéro- in fund ibu la i re .  

Un a u t r e  apport des r é s u l t a t s  obtenus après i n j e c t i o n  

i ntraveineuse de péroxydase e s t  1 a poss ib i  1 i t é  d ' é t a b l i r  une c l  a i r e  



d i s t i n c t i o n  topographique e n t r e  l e  NMD (non marqué) e t  deux groupes de 

neurones magnocel lu1 a i r e s  qu i  1 u i  sont v o i s i n s  mais qui,  au cont ra i re ,  

apparaissent marqués après 1 ' in te rvent ion .  Ces groupes de neurones 

cons t i t uen t  d'une p a r t  l e  noyau paravent r icu l  a i r e  accessoire, qu i  se s i t u e  

dans 1 a p a r t i e  dorso- la té ra le  de 1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  e t  d ' a u t r e  p a r t  l e  

noyau f o r n i c a l  an té r i eu r  q u i  prolonge postérieurement 1 e noyau 

paravent r i  cu l  a i r e  accessoire en s 'étendant sur l e  bord  externe du f o r n i x .  

Les neurones de ces groupes magnocell u l  a i r e s  sont connus pour renfermer 1 a 

neurophysine chez l e  Rat (ARMSTRONG e t  a l  ., 1980 ; SOFRONIEW e t  GLASMANN, 

1981) e t  chez l e  Cobaye ( r é s u l t a t s  i n é d i t s  obtenus au 1 aborato i re) .  I l s  se 

p r o j e t t e n t  dans 1 a neurohypophyse chez l e  Rat (ARMSTRONG e t  a l . ,  1980) e t  

v r a i  sembl ablement p a r t i c i p e n t  aussi au t r a c t u s  hypothal amo- 

neurohypophysaire chez l e  Cobaye. Il apparaî t  donc que l e  NMD e t  l e s  

"noyaux neurosécréteurs accessoires", b ien  que t r è s  proches, d i f f è ren t  

t a n t  par  l e u r  l o c a l i s a t i o n  de p a r t  e t  d ' au t re  du f o r n i x ,  que par l e u r s  

p ro jec t i ons  efférentes e t  par  l e s  p rodu i t s  de séc ré t i on  q u ' i l s  élaborent.  

En concl usion, 1 a con f ron ta t i on  des données obtenues pa r  

1 ésions e l e c t r o l y t i q u e s  e t  par  i n j e c t i o n s  intraveineuses de péroxydase 

permet d ' a f f i r m e r  que l e s  neurones enképhalinergiques du NMD ne s'engagent 

pas dans l a  c o n s t i t u t i o n  d 'un  t r a c t u s  about issant à 1 'EM. 

L ' o r i g i n e  du t r a c t u s  enképhalinergique des t iné  à 1'EM r e s t e  

hypothétique. A p a r t  l a  rég ion  i n fund ibu l  a i r e  e l  le-même (ROMAGNANO e t  a l . ,  

19821, d 'au t res  o r i g ines  peuvent ê t r e  supposées s i  1 'on remarque que l o r s  

d 'études immunocytochimiques menées à 1 'éche l le  u l  t r as t ruc tu ra le ,  1 es 

enképhal ines apparaissent ê t r e  CO-local  i sées (dans l e s  mêmes granules) 

avec l a  somatostatine (BEAUVILLAIN e t  al . ,  1984) ou l e  CRF (HISANO e t  al . ,  

1986) dans 1 'EM. Les p ro jec t i ons  enképhalinergiques vers  1 'EM pour ra ien t  

en conséquence proveni r  des t e r r i t o i r e s  hypothalamiques contenant des 

corps c e l l u l a i r e s  à somatostatine ou à CRF. 

Pour l a  somatostatine, s ' i l  e x i s t e  une p a r f a i t e  concordance 

chez l e  Cobaye e n t r e  l e s  terminaisons nerveuses contenant ce  pept ide e t  

c e l l e s  contenant l e s  enképhalines, i 1 n ' a  tou te fo i s  pas é t é  découvert de 

corps c e l l u l a i r e s  à somatostatine (présents dans 1 a rég ion  

p é r i  v e n t r i c u l  a i r e )  , contenant également 1 es enképhal ines  (TRAMU e t  a l  . , 
1981). 

En c e  qu i  concerne l a  CO- loca l i  sa t ion  e n t r e  l e  CRF e t  l e s  



enképhalines, 1 a p a r t i e  pa rv i ce l  l u l a i r e  du NPV représente 

vraisemblablement, au moins chez l e  Rat, 1 ' o r i g i n e  de l a  p r o j e c t i o n  

enképhalinergique vers 1 'EM. Dans c e t t e  espèce en e f f e t ,  l e s  péricaryons 

de 1 a p a r t i e  p a r v i c e l  l u1  a i r e  du NPV présentent une f o r t e  immunoréactivi t é  

v i s -à -v i s  des enképhalines (KHACHATURIAN e t  al., 1985), du CRF (BUGNON e t  

a l .  1982 ; SWANSON e t  al . ,  1983) ou des deux à 1 a f o i s  (HOKFELT e t  al., 

1983a ; DAIKOKU e t  a l .  ,1985). 11 e s t  b ien  connu de p l u s  que l e s  neurones à 

CRF de l a  p a r t i e  p a r v i c e l l u l a i r e  du NPV se p r o j e t t e n t  vers 1 'EM (BLOOM e t  

a l . ,  1982). - 

Eiférences du noyau magnocellulaire dorsal vers  l e  septum latéral 

Le r é s u l t a t  p r i n c i p a l  de no t re  étude concernant l e s  

efférences du NMD e s t  1 a démonstration d 'un t r a c t u s  enképhal inerg ique 

hypothalamo-septal ayant pour o r i g i n e  l e  NMD e t  se terminant  dans l e  SL. 

Les ca rac té r i s t i ques  du t r a c t u s  enképhalinergique hypothalamo- 

septa l  peuvent ê t r e  résumées e t  discutées comme s u i t  : 

1 ) Le noyau magnocel lu la i re dorsal  se p r o j e t t e  vers l e  septum 

1 a t é r a l  

Les expériences basées sur l e  t ranspor t  ré t rograde in t ra -axona l  

de péroxydase e t  de f luorochromes (DAPI e t  P I )  i n  v i v o  démontrent 

1 'ex is tence d'une r e l a t i o n  d i r e c t e  en t re  l e  NMD e t  l e  SL. E l  l e s  montrent 

également que c ' e s t  dans l a  p o r t i o n  j u x t a v e n t r i c u l a i r e  de l a  p a r t i e  

pos té r i eu re  du septum, e t  à égale d is tance en t re  l e s  corps ca l l eux  e t  l a  

commissure blanche antér ieure,  que se p r o j e t t e  l e  p l u s  grand nombre des 

axones issus  du NMD. Ce r é s u l t a t  e s t  en accord avec l a  d i s t r i b u t i o n  de 

1 ' immunoréactivi t é  v i s -à -v i s  des enképhalines qu i ,  chez 1 e Cobaye 

( STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON , 1981 ; TRAMU e t  al., 1981 ) , e s t  p l  us 

prononcée dans l a  p a r t i e  pos tér ieure  du SL, t and is  q u ' e l l e  déc ro î t  dans 

l e s  rég ions  p lus  antér ieures.  Des études chez l e  Rat (CONRAD e t  PFAFF, 

1976b ; LUITEN e t  al., 1982) e t  l e  Cobaye (SHEN e t  ANDERSON, 1980) ava ien t  

suggéré que l ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  au niveau du NPV se p r o j e t a i t  vers  l e  

septum. 11 e s t  é tab l  i d'aprës nos expériences, que chez l e  Cobaye, 1 a 

p l u p a r t  des neurones de 1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  se p r o j e t a n t  vers l e  SL sont  

concentrés dans 1 es 1 im i tes  du NMD. Récemment, 1 'ex is tence d'une 

p r o j e c t i o n  de 1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  au niveau du NPV vers l e  SL a é t é  

confirmée chez l e  Rat (ONTENIENTE e t  a l . ,  1986 ; TER HORST e t  LUITEN, 1986 

; ONTENIENTE-KAH, 1987 ; SAKANAKA e t  al., 1988). 



2)  La p r o j e c t i o n  noyau magnocel l u 1  a i  r e  dorsa l  -septum 1 a t é r a l  

e s t  enképhal inerg ique 

La combinaison des techniques de t r a n s p o r t  rét rograde i n t r a -  

axonal " i n  v ivo"  par  l e  DAPI e t  d'immunofluorescence a permis d 'apporter  

1 a preuve d i r e c t e  que l e s  neurones du NMD se p r o j e t a n t  dans l e  SL é t a i e n t  

b i e n  enképhal i nergi ques. 

Avant c e t t e  démonstration (POULAIN e t  a l . ,  19841, l a  méthode 

cons is tan t  à combiner l e  marquage rét rograde par  1 a péroxydase ou 1 es 

fluorochromes e t  l ' immunocytochimie a v a i t  d é j à  é t é  u t i l i s é e  pour t r a c e r  

c e r t a i n s  t r a j e t s  enképhal inergiques dans 1 e système nerveux c e n t r a l  

(HOKFELT e t  a l . ,  1979 ; BRANN e t  EMSON, 1980 ; BOWKER e t  a l . ,  1981 ; 

BEITZ, 1982 ; DALSGAARD e t  al . ,  1982), avec p lus  ou moins de succès é t a n t  

donné su r tou t  que l a  f luorescence émise par  1 es f 1 uorochromes u t i  1 i sés 

(PI ,  Fas t  Blue, True B lue)  é t a i t  fortement rédu i te ,  v o i r e  totalement 

él iminée, au cours du t ra i tement  immunocytochimique. Dans no t re  étude, 

1 ' u t i l i s a t i o n  du DAPI e t  son mode d 'admin i s t ra t i on  o n t  f a c i l i t é  

1 'ob ten t ion  d 'un  double marquage tenace permettant d ' a b o u t i r  à 1 a 

démonstration d '  un t r a c t u s  enképhal i nergi que hypothal amo-septal . 
Les r é s u l t a t s  basés sur 1 e t ranspor t  rét rograde peuvent 1 a i  sser 

subs i s te r  un doute quant à l a  terminaison r é e l l e  dans l e  SL des axones 

i ssus  du NMD, s i  1 'on invoque l e  marquage poss ib le  d'axones lésés  l o r s  des 

imp lan ta t ions  du t raceur .  Toutefois,  ces r é s u l t a t s  sont t o u t  à f a i t  

corroborés par  1 es expér i  ences de l é s i  on é l e c t r o l y t i q u e  du NMD. Après 

des t ruc t i on  b i l a t é r a l e  du NMD, une d i s p a r i t i o n  t o t a l e  des f i b r e s  e t  

terminaisons immunoréactives v i s -à -v i s  des enképhalines a é t é  en e f f e t  

constatée dans l e  SL. Cela ind ique d'une p a r t  l a  na ture  enképhalinergique 

du t r a c t u s  NMD-SL e t  suggère d ' a u t r e  p a r t  que l e  NMD es t  l a  seule source 

des enképhalines présentes dans l e  SL. Ce de rn ie r  p o i n t  e s t  important  

c a r  i 1 apporte un argument en faveur  de 1 'absence d'une i nnervat i  on 

enképhal inergique i n t r i nsèque  du SL t o u t  au moins chez l e  Cobaye, e t  

1 a isse au c o n t r a i r e  supposer que s i  des neurones enképhalinergiques sont  

présents dans l a  rég ion  septale, i l s  ne cont r ibuent  pas à l ' i n n e r v a t i o n  du 

SL. 

Au moment de l a  des t ruc t i on  é l e c t r o l y t i q u e  du NMD, i 1 e s t  

poss ib le  que des f i b r e s  enképhal i nergiques provenant d 'au t res  régions du 

cerveau e t  dest inées au SL a i e n t  é t é  lésées, c e  qu i  p o u r r a i t  rendre  

contestable 1 ' i n t e r p r é t a t i o n  f a i t e  des résu l ta t s .  Cet te poss ib i  l i t 6  e s t  



hautement improbable pour p lus ieu rs  r a i  sons. Tout d'abord 1  es au t res  

rég ions  hypothalamiques se p r o j e t a n t  vers l e  SL (POULAIN, 1983) ne 

cont iennent pas de neurones enképhal inerg iques (TRAMU e t  al . ,  1981 1 .  11 

f a u d r a i t  donc invoquer 1  ' i n t e r r u p t i o n  de f i b r e s  i ssues de groupes de 

neurones enképhalinergiques présents dans des régions p lus  postér ieures du 

système nerveux c e n t r a l  e t  t r a n s i t a n t  par  l a  rég ion  du NMD. L 'ex is tence 

d 'un  t e l  t r a c t u s  n ' e s t  pas é t a b l i e .  Ensuite, dans nos expériences, des 

l és ions  s i  tuées à p rox im i té  mais en dehors des 1  i m i t e s  du NMD n ' o n t  jamais 

donné l i e u  à une réduct ion  du matér ie l  immunoréactif dans l e  SL. 

3 )  La p r o j e c t i o n  noyau magnocel lu1  a i r e  dorsal -septum 1  a t é r a l  

e s t  b i  1  a té ra l  e  

Chez 1  es animaux ayant subi une des t ruc t i on  é l  e c t r o l y t i q u e  

u n i  l a t é r a l e  du NMD, il n ' a  jamais é t é  observé une d i s p a r i t i o n  t o t a l e  des 

f i b r e s  e t  terminaisons immunoréactives v i s -à -v i s  des enképhalines dans l e  

SL homolatéral. A  moins d' invoquer une des t ruc t ion  incomplète du noyau, ce 

q u i  e s t  apparu t r è s  improbable après v é r i f i c a t i o n  h is to log ique,  1  a  

présence d  'enképhal ines dans 1  e  SL homo1 a t é r a l  i ndique de t o u t e  évidence 

que des neurones appartenant au NMD 1  aissé i n t a c t  a t te ignen t  l e  SL 

c o n t r o l  a té ra l  , après que 1  eurs axones ou c o l  1  a téra les  d'axones a i e n t  

effectué une décussation au cours de l e u r  t r a j e t .  

Su i te  à une app l i ca t i on  u n i l a t é r a l e  de péroxydase ou de 

f 1  uorochrome dans 1  e  SL, 1  a  présence de corps ce1 1  u l  a i res  marqués par  

t r a n s p o r t  ré t rograde dans l e  NMD a  é t é  constatée t a n t  du cô té  de 

1  ' a p p l i c a t i o n  que de l ' a u t r e  côté. Cela con fo r te  l ' i d é e  d'une decussat ion 

axonique sur l e  parcours NMD-SL. Cependant, comme l e  nombre de corps 

ce1 l u l a i r e s  marqués e s t  nettement p lus  important  du cô té  de 1  ' a p p l i c a t i o n  

( cec i  appara î t  b ien  dans 1  'étude q u a n t i t a t i v e  menée sur l e s  neurones 

marqués par  l a  péroxydase), il ne peut ê t r e  supposé qu'un nombre égal de 

neurones dans chaque noyau se p r o j e t t e  vers l e  SL c o n t r o l a t é r a l  e t  

homolatéral .  S i  t e l  é t a i t  l e  cas, on observera i t  un nombre i den t i que  de 

neurones marqués dans l e  NMD de chaque côté, après a p p l i c a t i o n  u n i l a t é r a l e  

de t raceurs  dans l e  SL. En r é a l i t é ,  nos expériences on t  c la i rement  

démontré qu 'une b i f u r c a t i o n  axonique se p rodu isa i t  sur  1  e  parcours NMD-SL, 

donnant naissance à deux c o l  l a t é r a l e s  dont  1  'une f r a n c h i s s a i t  l a  1  i gne  

médiane pour r e j o i n d r e  l e  NMD c o n t r o l  a t é r a l  . Cet te  démonstration a  é t é  

f a i t e  l o r s  de l ' u t i l i s a t i o n  d'une double i n j e c t i o n  de DAPI  e t  de P I  dans 



1 e  SL, 1  aquel l e  a  permis d ' o b t e n i r  d 'un double marquage des neurones du 

NMD de chaque côté. Bien que 1  a  fréquence d'observat ion de neurones 

doublement marqués s o i t  t r è s  élevée, il n ' e s t  pas concevable que tous l e s  

neurones du NMD, par  l e  j e u  d'une b i f u r c a t i o n  axonique, se p r o j e t t e n t  à l a  

f o i s  vers 1  e  SL homolatéral e t  c o n t r o l a t é r a l  . Là encore, 1  a  d i f f é rence  

dans l e  nombre de corps c e l l u l a i r e s  marqués par  t ranspor t  rét rograde après 

une app l i ca t i on  uni  l a t é r a l e  du t raceur,  à laque1 l e  s 'a jou te  l a  d issymétr ie 

observée dans l e  matér ie l  immunoréactif encore présent dans l e  SL après 

1  ésion un i1  a té ra le  du noyau, e s t  incompatible avec c e t t e  hypothèse. Ces 

deux arguments conduisent à supposer qu'une ce r ta ine  p ropor t i on  de 

neurones du NMD se p r o j e t t e  uniquement vers l e  SL homolatéral (F ig .  

53). Ceci exp l i que ra i t  d ' a i l l e u r s  l a  présence de neurones simplement 

marqués après double app l i ca t i on  de traceurs. Les techniques que nous 

avons u t i l i s é e s  ne nous fournissent  pas d'argument q u i  permette d 'a f f i rmer  

que ce r ta ins  neurones du NMD se p r o j e t t e n t  uniquement vers l e  SL 

c o n t r o l a t é r a l  , b i e n  que c e l a  a i t  é t é  démontré en f a i s a n t  appel à des 

techniques é lectrophysio logiques (POULAIN, 1986). 

FIGURE 5 3  : Schéma pouvant exp l iquer  l e s  r e l a t i o n s  
anatomiques e n t r e  l e  septum l a t e r a l  e t  l e  noyau 
magnocel lulaire  dorsa l .  Ce schéma f a i t  i n t e r v e n i r  l a  
c o l l a t é r a l i s a t i o n  d'axones i s s u s  du noyau magnocel lulaire  
d o r s a l  e t  t i e n t  compte du nombre r e l a t i f  de c e l l u l e s  
e f f e c t u a n t  c e t t e  c o l l a t é r a l i s a t i o n .  



En conclusion, un grand nombre d'observat ions permettent de 

démontrer que l e s  axones de c e r t a i n s  neurones du NMD se p r o j e t a n t  vers l e  

SL présentent 1 es deux p a r t i c u l a r i t é s  suivantes : 

- exis tence d'une b i f u r c a t i o n  

- décussation d'une des deux c o l 1  a té ra le  q u i  r e j o i n t  l e  SL 

c o n t r o l  a té ra l  

Des renseignements complémentaires concernant ces deux p o i n t s  

peuvent ê t r e  r e t i r é s  de nos expériences " i n  v ivo"  e t  " i n  v i t r o "  r e l a t i v e s  

à l ' i d e n t i f i c a t i o n  des vo ies  e f fé ren tes  du NMD par  t ranspor t  antérograde 

de péroxydase e t  de nos i n j e c t i o n s  i n t r a c e l l u l a i r e s  de LY. Un exemple de 

b i f u r c a t i o n  axonique e s t  donné par  l a  c e l l u l e  i n j e c t é e  35 qu i  présente 

c e t t e  p a r t i c u l  a r i  t é  à 120 pm du corps ce1 l u 1  a i re .  Ce t te  va leur  e s t  t r è s  

proche de ce1 l e s  obtenues par  1 'é lec t rophys io l  ogie (POULAIN, 19861, q u i  

permettent de s i t u e r  l a  b i f u r c a t i o n  axonique des neurones du NMD se 

p r o j e t a n t  b i la téra lement  vers l e  SL à une d is tance de 25-1'00 prn du corps 

ce1 l u1  a i r e .  Au cont ra i re ,  un au t re  exemple de b i f u r c a t i o n  obtenu l o r s  

d ' i n j e c t i o n  de péroxydase dans l e  NMD " i n  v i t r o "  s i t u e  c e l l e  c i  au dessus 

du 3e v e n t r i c u l e  (F ig.  48b), donc à une d is tance beaucoup p l u s  importante 

du  corps ce1 l u1  a i re .  On peut supposer qu'un t e l  exemple in té resse p l u t ô t  

un neurone é tab l i ssan t  des r e l a t i o n s  avec des régions du système nerveux 

c e n t r a l  d i f f é ren tes  du SL. 

L'emplacement p r é c i s  de l a  décussation des f i b r e s  du t r a c t u s  

NMD-SL ne peut ê t r e  déterminé avec ce r t i t ude .  Des exemples de décussation 

après i n j e c t i o n  de péroxydase dans l e  NMD " i n  v ivo"  e t  " i n  v i t r o "  on t  é t é  

rapportés : des f i b r e s  marquées sont observées en e f f e t  passant au dessus 

(F ig .  48P) ou en dessous (F ig.  42b) du 3e ven t r i cu le .  On ne peut  

cependant pas a f f i rmer  que ces décussations in té ressent  réel lement l e  

t r a c t u s  NMD-SL. 

4 )  Comparaison avec 1 es données obtenues chez l e  Rat 

Les r é s u l t a t s  d iscu tés  ci-dessus o n t  amené l a  première 

démonstration d i r e c t e  d 'un t r a c t u s  enképhal inerg ique o r i g i n a i r e  de 

1 'hypothalamus e t  about issant au SL (POULAIN e t  al., 1984). 

Nos r é s u l t a t s  cont ras ten t  avec ceux obtenus chez l e  Rat 

(SAKANAKA e t  al., 1982) qu i  p réc isent  qu'une des t ruc t i on  uni  l a t é r a l e  de 1 a 

r é g i  on " j u s t e  ventro-1 a té ra l  e" à 1 ' a i r e  hypothalamique antér ieure  provoque 

1 a d i s p a r i t i o n  complète du matér ie l  immunoréactif v i s -à -v i s  des 



enképhalines dans 1 e SL homolatéral. Cet te  rég ion  s i t uée  en f a i t  en 

dessous du f o r n i x  correspond par fa i tement  à 1 a p a r t i e  de 1 'hypothalamus 

l a t é r a l  (HL) qui,  dans nos expériences, a présenté un grand nombre de 

neurones marqués après imp lan ta t ion  de t raceurs  dans l e  SL. Lorsqu ' i  1s 

sont mis en évidence par  l a  péroxydase (marquage de type "so l ide" ) ,  ces 

neurones présentent une o r i e n t a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  de l e u r s  t roncs  

dendr i  t i ques  pr inc ipaux  dans 1 es d i r e c t i o n s  dorso-médiale e t  ventro-  

1 atéra le.  I l s  possèdent l e s  mêmes ca rac té r i s t i ques  morphologiques e t  1 a 

même o r i e n t a t i o n  que l e s  neurones de 1 'HL s i t ués  l e  long du parcours du 

f a i  sceau médian du télencéphal e e t  appelés "path neurons" (MILLHOUSE, 

1969) ou " C l  ass 1 neurons" (MAC MULLEN e t  ALMLI, 1981) sur  l a  base 

d'études en GOLGI menées chez l e  Rat. D 'autres études dans c e t t e  même 

espèce o n t  démontré que des lés ions  de l 'HL conduisaient à une 

dégénérescence des f i b r e s  ascendantes du f a i  sceau du té1  encéphal e se 

d i r i g e a n t  vers l e  septum (GUILLERY, 1957 ; RAISMAN, 1966 ; WOLF e t  SUTIN, 

1966). Cependant, l e s  conclusions qu i  émanent d'études autoradiographiques 

chez l e  Rat l a i s s e n t  p l u t ô t  supposer que 1 ' a i r e  hypothalamique l a t é r a l e  se 

p r o j e t t e  massivement vers l e  septum médian, p l u t ô t  que vers l e  SL (SAPER 

e t  a l . ,  1979 ; SWANSON e t  COWAN, 1979). Au cont ra i re ,  d 'au t res  études 

autoradiographiques (BERK e t  FINKELSTEIN, 1982) ou basées sur  1 e t ranspor t  

ré t rograde de péroxydase (LUITEN e t  a l . ,  1982 ; VEENING e t  al . ,  1987) 

démontrent c la i rement  l a  p r o j e c t i o n  de l a  p a r t i e  r o s t r a l e  de 1 ' a i r e  

hypothalamique l a t é r a l e  vers l e  SL. Les neurones marqués par  l a  péroxydase 

dans ces deux dern ië res  études sont présents dans l a  rég ion  " j u s t e  

vent ro- la té ra le"  à 1 ' a i r e  hypothalamique antér ieure,  t e l l e  que 1 'entendent 

SAKANAKA e t  a l .  (1 982). Il e s t  donc t o u t  à f a i t  démontré, par  1 es 

r é s u l t a t s  obtenus chez l e  Rat qu i  viennent d ' ê t r e  rappelés e t  par  nos 

propres r é s u l t a t s  chez l e  Cobaye, corroborant d ' a i l l e u r s  ceux obtenus par  

SHEN (1983) dans l a  même espèce, qu'une p a r t i e  de l 'HL se p r o j e t t e  vers l e  

SL à l a  f o i s  chez l e  Rat e t  l e  Cobaye. 

Une d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  deux espèces v i e n d r a i t  donc du f a i t  

que 1 'HL s e r a i t  à 1 ' o r i g i n e  du t r a c t u s  enképhal inerg ique hypothal amo- 

septa l  chez l e  Rat (SAKANAKA e t  a l . ,  1982). Il f a u d r a i t  donc admettre que 

s i  cer ta ines  s imi  1 i t udes  e x i s t e n t  e n t r e  l e s  deux espëces en ce q u i  

concerne une p r o j e c t i o n  hypothalamo-septale i ssue de 1 'HL, 1 ' o r i g i n e  des 

t r a c t u s  enképhalinergiques a t te ignant  l e  SL s o i t  d i f f é r e n t e  : HL chez l e  

Rat, NMD chez l e  Cobaye. 11 e s t  bon de rappe ler  1 'absence de corps 



ce1 l u l a i r e s  enképhalinergiques dans 1 'HL du Cobaye (TRAMU e t  a l . ,  1979). 

S i  1 ' i nne rva t i on  du SL chez l e  Rat p rov ien t  de 1 'HL, on peut  également 

s ' i n te r roge r  su r  1 a c o n t r i b u t i o n  à c e t t e  innerva t ion  du groupe de neurones 

enképhalinergiques d é c r i t s  en t re  l e  NPV e t  l e  f o r n i x  dans 1 a même espèce 

(KRUKOFF e t  CALARESU, 1984 ; ONTENIENTE e t  al., 1986; ONTENIENTE-KAH, 

1987). A défaut d'études neuroanatomiques précises, c e t t e  quest ion r e s t e  

posée. On peut  envisager avec KRUKOFF e t  CALARESU (1984) que ces neurones 

é t a b l i s s e n t  p l u t ô t  des r e l a t i o n s  cour tes avec d 'au t res  neurones de 

l 'hypothalamus an té r i eu r  auxquels i l s  sont associés. On peut  penser au 

c o n t r a i r e  avec ONTENIENTE e t  a l .  (1986) e t  ONTENIENTE-KAH (1987) que ce  

groupe de neurones s'engage dans une r e l a t i o n  longue avec l e  SL t o u t  à 

f a i t  comparable à c e l l e  d é c r i t e  dans c e t t e  étude. En e f f e t ,  d'après ces 

auteurs, l e s  neurones enképhalinergiques présents en t re  l e  NPV e t  l e  

f o r n i x  sont marqués après une i n j e c t i o n  de péroxydase dans l e  SL. 

5 S i g n i f i c a t i o n  fonc t ionne l  l e  de 1 ' i nnervat i  on 

enképhal i nergi  que du septum 1 a t é r a l  

L I  i d e n t i t é  des neurones du SL recevant 1 ' i nne rva t i on  

enképhal i ne rg i  que en provenance du NMD n ' e s t  pas connue. Par comparai son 

avec l e  Rat e t  d 'après ONTENIENTE-KAH (1 987), i 1 p o u r r a i t  s ' a g i r  de 

neurones GABAergiques. En considérant 1 a d i s p o s i t i o n  p é r i c e l l  u l a i r e  des 

terminaisons enképhalinergiques t o u t  à f a i t  ca rac té r i s t i que  dans l e  SL 

( F i  g . 33d), on peut penser que 1 es enképhal i nes i n t e r v i  ennent sur 1 eurs 
neurones c i b l e s  par  une a c t i o n  post-synaptique. Par i ontophorèse " i n  v i v o "  

chez 1 e Cobaye, CARETTE e t  POULAIN (1 982) on t  démontré 1 a r é a l i t é  d 'une 

t e l l e  act ion, qu i  se manifeste par  une i n h i b i t i o n  de l a  décharge de 

neurones i ndi  v idue l  s du SL soumi s à 1 ' appl i c a t i  on de 1 a Leu- e t  de 1 a 

Met-enképhal i ne. Pour STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON (1 983) , 1 es deux 

pept ides CO-exi s t e r a i e n t  ( se ra ien t  CO- loca l i  sés dans l e s  mêmes 

terminaisons ? )  dans l e  SL du Cobaye. 

Le r ô l e  fonc t ionne l  de 1 ' i nne rva t i on  enképhali nergique du SL 

r e v ê t  certainement une grande importance s i  l ' o n  considère d'une p a r t  l e  

nombre considérable de neurorégulateurs qu i  sont recensés dans l e  SL e t  

d ' au t re  p a r t  1 es p ro jec t i ons  e f fé ren tes  de c e t t e  région, pr inc ipalement  

dest inées à 1 'hippocampe e t  à 1 'hypothalamus. 

Un grand nombre de neurorégul ateurs, i ncl  uant dopami ne, 

noradrénaline, sérotonine, substance P, cholécystoki  nine, vasopressine, 



angiotensine II e t  CRF (MOORE, 1978 ; GALL e t  MOORE, 1984 ; SAKANAKA e t  

a l ,  1988 ; revues dans POULAIN e t  al . ,  1984 e t  ONTENIENTE-KAH, 1987 ) 

sont  en e f fe t  présents dans l e  SL, qu i  possède également des récepteurs 

aux stéroïdes (STUMPF e t  SAR, 1975 ; WAREMBOURG, 1977). La concentrat ion 

de termi  nai sons aminergiques, sérotoninergiques e t  pept idergiques dans l e  

SL, 1 equel e s t  également une rég ion -c ib le  pour l e s  hormones stéroidiennes, 

i nd ique  1 'importance p o t e n t i e l l e  de c e t t e  rég ion  dans une l a rge  gamme de 

fonc t ions  e t  1 a isse pré juger  d ' i n t e r a c t i o n s  complexes en t re  1 es 

terminaisons.enképha1inergiques e t  l e s  au t res  terminaisons nerveuses. Par 

exempl e, venant conf i rmer 1 es r é s u l t a t s  p réc i  tés  de CARETTE e t  POULAIN 

(1  982) , 1 es expériences de NAYAR e t  a l .  (1  987) dans 1 e SL du Rat " i n  

v i  t r o u  on t  récement  démontré 1 ' a c t i o n  i nhi b i  t r i c e  des enképhalines sur  

1 ' a c t i v i t é  é l e c t r i q u e  de neurones i nd i v idue ls ,  s ' y  a jou tan t  1 ' ac t i on  de 1 a 

substance P, ce r ta ins  neurones é t a n t  sensibles aux deux substances. 

Le r é s u l t a t  de 1 ' i n t é g r a t i o n  complexe des s o l  l i c i t a t i o n s  

neurorégul a t r i c e s  reçues par  1 es neurones du SL sera transmis 

pr inc ipalement  aux s t ruc tu res  hippocampiques, après r e l  a i  dans l e  septum 

médian (RAISMAN, 1966 ; MEIBACH e t  SIEGEL, 1977, SWANSON e t  COWAN, 1979 ; 

CRUTCHER e t  a l . ,  1981 e t  à 1 'hypothalamus. Concernant l e s  r e l a t i o n s  

e n t r e  l e  SL e t  1 'hypothalamus, l e s  d i f f é r e n t s  t e r r i t o i r e s  de ce de rn ie r  

reço i ven t  l e s  afférences du SL par  1 ' i n te rméd ia i re  du fa isceau médian du 

télencéphale (RAISMAN, 1966 ; MEIBACH e t  SIEGEL, 1977 ; GARRIS, 1979 ; 

SWANSON and COWAN, 1979) e t  par  un t r a c t u s  d i r e c t  septo-tubéral,  d é c r i t  à 

1 ' o r i g i n e  chez l e  Cobaye par  POULAIN (1 977) e t  re t rouvé chez l e  Rat 

(HAGINO e t  al., 1977 ; GARRIS, 1979) OU i 1 r é a l i s e  une connexion 

monosynaptique ent re  1 e SL e t  1 es neurones tubéro- i  nf undi bu1 a i res  (BLUME 

e t  a l . ,  1982). Par ces voies, de manière d i r e c t e  ou i nd i rec te ,  l e  SL peut  

i n t e r v e n i r  de manière e x c i t a t r i c e  ou i n h i b i t r i c e  sur  de nombreuses rég ions  

hypothalamiques : a i r e  hypothalamique antér ieure  (KENDRICK, 1983), NPV 

(SUNDSTEN, 1971 ; NEGORO e t  al., 1973 ; PITMANN e t  al., 1981 ) , noyaux 

dorso- e t  ventro-médi ans (BLUME e t  al., 1982 ; ANSCHEL e t  al . ,  1982) mais 

aussi ,  en re tour ,  NMD lui-même (POULAIN, 1986). La s i g n i f i c a t i o n  

fonc t i onne l  l e  de ces p ro jec t i ons  n ' e s t  pas é l  ucidée mais 1 'ensemble des 

observat ions 1 a i  sse supposer que l e s  neurones enképhal i nergiques se 

p r o j e t t a n t  vers  l e  SL sont  en mesure d ' i n t e r v e n i r  sur d i f f é r e n t s  r ô l e s  

assignés à c e t t e  dern iè re  s t ruc ture ,  1 aquel le  e s t  impl iquée dans des 

fonct ions comportementales (GRAY e t  Mac NAUGHTON, 19831, psycho- 

neuroendocri nes (NANCE, 1983) e t  neuroendocrines (HAGINO e t  YAMAOKA, 1976). 



Efférences du  noyau magnocellulaire dorsal v e r s  l e  thalamus e t  

1 'hypothalamus 

La p l u p a r t  des informat ions concernant 1 es p ro jec t i ons  

efférentes du NMD aut res  que c e l l e  d i r i g é e  vers l e  SL on t  é t é  obtenues 

après i n j e c t i o n  " i n  v i t r o "  de péroxydase dans l e  noyau sous con t rô le  de 

1 a loupe b inocula i re.  Il f a u t  cependant no te r  que b i e n  que nous n'ayons 

re tenu pour c e t t e  étude que l e s  cas où 1 ' i n j e c t i o n  é t a i t  exactement 

centrée sur  l e  NMD, l e s  1 imi tes  des i n j e c t i o n s  réa l isées s 'étendaient  p l u s  

ou moins en dehors du noyau ; 1 ' i n j e c t i o n  parfai tement c i r c o n s c r i t e  à 

1 ' i n t é r i e u r  du NMD é t a n t  techniquement i r r é a l  i sable. 11 f a u t  également 

rappeler  que l e s  efférences déc r i t es  dans ce  t r a v a i l  peuvent correspondre 

s o i t  à des régions de terminaisons nerveuses s o i t  à des régions de passage 

des f i b r e s  e f fé rentes .  
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F I G U R E  5 4  : Schéra synthétique r é c a p i t u l a t i f  des 
d i r e c t i o n s  empruntées p a r  l e s  f i b r e s  i s s u e s  du noyau 
m a g n o c e l l u l a i r e  d o r s a l  m i ses  en év idence  p a r  t r a n s p o r t  
a n t é r o g r a d e  e t  r é t r o g r a d e  de t r a c e u r s  t' in vivo11 e t  I l i n  
v i t r o t 1 .  

Globalement, i 1 e s t  poss ib le  d ' a f f i r m e r  que l e s  p ro jec t i ons  du 

NMD l e s  p l  us souvent observées (Fig.  54) 1 ' o n t  é t é  en d i r e c t i o n  du noyau 

r é t i c u l a i r e  thalamique, du thalamus médian, de l ' a i r e  hypothalamique 



1 a t é r a l e  (dans 1  a  rég ion  p é r i f o r n i c a l e  pr inc ipalement)  e t  du - NPV, rég ions  

dans l esque l l es  l e  marquage antérograde découvert a  tou jou rs  é t é  in tense.  

Des f i b r e s  e f fé ren tes  on t  aussi é t é  découvertes de façon beaucoup p l u s  

i solée dans 1  a  zona i nce r ta ,  1  ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e ,  1  'hypothalamus 

médio-dorsal , 1 'hypothalamus 1  atéro-dorsal , 1 'hypothalamus médio-basal e t  

1  ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l o - f  o rn i ca le  (en d i r e c t i o n  du noyau ventro-  

médian). Enfin, i 1 f a u t  no te r  que 1  e noyau ventro-médi an e t  1  e  noyau 

arqué ne sont jamais apparus comme é t a n t  des s i t e s  de p r o j e c t i o n  pour l e s  

f i b r e s  i ssues du NMD. 

Les p ro jec t i ons  du NMD s 'e f fec tuen t  du cô té  où l ' i n j e c t i o n  a  

é t é  réa l i sée,  mais aussi, dans 1  a  p l u p a r t  des cas, dans l e s  mêmes rég ions  

mais du cô té  opposé à 1  ' i n j e c t i o n .  Cela s i g n i f i e ,  comme c e l a  à déjà é t é  

signalé, que l e s  f i b r e s  efférentes du NMD peuvent e f fec tue r  une 

décussation au se in  même de 1  a  tranche, en passant au dessus ou en dessous 

du 3e ven t r i cu le .  

La comparaison des r é s u l t a t s  obtenus au cours de c e t t e  étude 

avec l e s  données c i t é e s  dans 1  a  l i t t é r a t u r e  e s t  assez d i f f i c i l e  dans 1 a 

mesure où, chez l e  Cobaye, i 1 n ' e x i s t e  pas de desc r ip t i on  des ef férences 

de 1  a  rég ion  renfermant l e  NMD. Dans l e s  seules études neuroanatomiques 

r é a l  i sées sur c e t t e  espèce par ANDERSON e t  SHEN (1 980), SHEN e t  ANDERSON 

(1  980) e t  SHEN (19831, qu i  on t  u t i l i s é  des techniques autoradiographiques 

pour démontrer l e s  efférences respectivement de l ' a i r e  préopt ique médiane, 

d e l ' a i r e  hypothalamiqueantér ieure médiane e t  de l 'HL, aucune des 
3  i n j e c t i o n s  de ( H )  p r o l i n e  n ' é t a i t  apparemnent s i t uée  dans l a  rég ion  du  

NMD. De même, chez l e  Rat, i 1 n ' e x i s t e  pas de donnée b ib l iograph ique 

p r é c i  se concernant 1  es p ro jec t i ons  des neurones 1  ocal i sés dans 1  a  r é g i  on 

p é r i  f o rn i ca le .  Nous avons cependant retenu, pour 1  es comparer avec nos 

propres r é s u l t a t s ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus chez l e  Rat sur  l e s  p r o j e c t i o n s  

efférentes de l a  rég ion  s i t uée  e n t r e  l e  NPV e t  l e  f o r n i x  qu i ,  

topographiquement, e s t  équivalente à l a  rég ion  du NMD chez l e  Cobaye e t  

qu i ,  de p l  us, c o n t i e n t  1  e  groupe de neurones enképhal i nergiques d é c r i t  par 

KRUKOFF e t  CALARESU (19841, ONTENIENTE e t  a l .  (1986) e t  ONTENIENTE-KAH 

(1987). En p a r t i c u l  i e r ,  i 1 sera souvent f a i t  ré férence aux t ravaux de TER 

HORST e t  LUITEN qu i ,  dans l e u r s  études des p ro jec t i ons  du noyau dorso- 

médian chez l e  Rat, on t  r é a l i s é  des i n j e c t i o n s  de t raceurs  antérogrades : 
3 ( H) Leucine e t  leuco-agglut in ine de Phaseolus vulgaris dans 1  a  r é g i o n  

s i t u é e  e n t r e  l e  NPV e t  l e  f o r n i x  (TER HORST e t  LUITEN, 19861, a i n s i  que 



p l u s  postérieurement e t  p lus  médialement dans l a  p a r t i e  dorsa le  du noyau 

dorso-médian (TER HORST e t  LUITEN, 1987). 

1 )  P ro jec t i on  vers l e  thalamus l a t é r a l  

Les efférences du NMD au t r a v e r s  de 1 'hypothalamus 1 atéro-  

dorsal  en d i r e c t i o n  de l a  zona i n c e r t a  e t  du thalamus l a t é r a l ,  en 

p a r t i c u l i e r  vers  l e  noyau r é t i c u l a i r e  thalamique, o n t  é t é  observées après 

i n j e c t i o n  " i n  v i t r o "  de péroxydase mais également par  d 'au t res  techniques. 

Après imprégnation argentique, des f i b r e s  issues des neurones du NMD sont  

en e f fe t  su i v ies  dans c e t t e  d i rec t i on ,  au t r a v e r s  de 1 'hypothalamus 

1 atéro-dorsal,  dans 1 e cas des neurones de type II e t  III, r é s u l t a t s  que 

nous avons également ret rouvés l o r s  des i n j e c t i  ons i n t r a c e l l u l a i r e s  de LY 

sur l e s  c e l l u l e s  29 e t  33. 

En général, pour l e s  i n j e c t i o n s  " i n  v i t r o "  de péroxydase, 

l ' obse rva t i on  d 'un  marquage antérograde dans l e  noyau r é t i c u l a i r e  

thalamique du cô té  homolatéral e t  c o n t r o l a t é r a l  e s t  associée à un marquage 

de l a  zona i n c e r t a  du même côté, l e s  1 i m i t e s  en t re  ces deux régions étant-  

d i f f i c i l e s  à d é f i n i r  de manière préc ise.  Ces deux régions forment en e f f e t  

une bande continue, adossée à l a  capsule in te rne,  qu i  assure l a  t r a n s i t i o n  

e n t r e  1 'hypothalamus e t  l e  thalamus l a t é r a l .  On peut donc considérer que 

1 e NMD se p r o j e t t e  vers ces deux régions e t  envisager que l e s  f i b r e s  

observées dans 1 a zona i n c e r t a  so ien t  destinées à des régions p l u s  

1 o in ta ines  comme l e  noyau r é t i c u l a i r e  t h a l  amique. 

Une p r o j e c t i o n  de 1 a rég ion  où sont s i tuées  nos i n j e c t i o n s  

vers  l e  noyau r é t i c u l a i r e  thalamique n ' a  jamais é t é  d é c r i t e  de manière 

p réc i se  jusqu ' à  présent. T r o i s  pub1 i c a t i  ons cependant 1 a i  ssent envi sager 

chez d 'au t res  espèces l ' e x i s t e n c e  d'une p r o j e c t i o n  d i r e c t e  de 

1 'hypothalamus vers l e  noyau r é t i c u l a i r e  thalamique. TER HORST e t  LUITEN 

(1  986) montrent chez l e  Rat des f i b r e s  provenant de 1 a rég ion  s i t uée  e n t r e  

l e  NPV e t  l e  f o r n i x  e t  se d i r i g e a n t  au t r a v e r s  de 1 'hypothalamus l a t é r o -  

dorsal ,  p u i s  s'engageant nettement dans l a  zona i n c e r t a  en d i r e c t i o n  du 

noyau r é t i c u l a i r e  thalamique, t a n t  du cô té  homolatéral à 1 ' i n j e c t i o n  que 

du cô té  con t ro la té ra l .  Chez 1 e Chat, STERIADE e t  a l .  (1987) ind iquent  1 a 

présence dans 1 'hypothalamus antér ieur  e t  1 'HL de corps c e l l u l a i r e s  

marqués après t ranspor t  ré t rograde de péroxydase i n j e c t é e  dans 1 e noyau 

r é t i c u l a i r e  t h a l  amique. Enf in ,  t r è s  récemment chez 1 a Souris, un f o r t  

cont ingent  de f i b r e s  vasopressinergiques e t  ocytocinergiques, provenant du 



NPV e t  des groupes magnocel l u l a i  res  "accessoires" de 1 a r é g i  on 

p é r i f o r n i c a l  e, a é t é  découvert 1 e 1 ong du noyau r é t i c u l  a i r e  thalamique, 

progressant dorsalement vers l e  s t r i a tum (CASTEL e t  MORRIS, 1988). 

Il a é t é  poss ib le  d'observer dans l e  noyau r é t i c u l a i r e  

thalamique des neurones marqués par t ranspor t  rét rograde de péroxydase 

après i n j e c t i o n  de 1 'enzyme dans l e  NMD (Fig.  46 c, d l .  Cela s i g n i f i e  

que des neurones du noyau r é t i c u l a i r e  thalamique se p r o j e t t e n t  vers l e  NMD 

e t  permet donc d'envisager l ' e x i s t e n c e  de r e l a t i o n s  b i - d i r e c t i o n n e l l e s  

e n t r e  l e s  deux noyaux. L 'ex is tence de ces neurones marqués par  t r a n s p o r t  

ré t rograde n ' a  pas é t é  évoquée dans l e  présent mémoire. Cet te observat ion 

m é r i t e  cependant d ' ê t r e  s ignalée é tan t  donné que 1 e noyau r é t i c u l  a i r e  

thalamique d i f f è r e  des autres noyaux thalamiques en ce sens que l a  

t o t a l  i t é  des neurones qu i  l e  composent syn thét isent  l e  GABA, chez l e  Rat 

(HOUSER e t  a l ,  1980), l e  Chat (OERTEL e t  a l ,  1983) e t  l e  Singe écureui  1 

(SMITH e t  a l ,  1987). Chez c e t t e  dern iè re  espèce, l e  noyau r é t i c u l a i r e  

thalamique ne présente pas de l i m i t e  c la i rement  d é f i n i e  avec l a  zona 

i n c e r t a  1 aquel l e  c o n t i e n t  également une f o r t e  p ropor t ion  de neurones 

GABAergiques. Récemment, BEAUVILLAIN e t  a l .  (1  988) on t  demontré chez 1 e 

Cobaye, à 1 'éche l le  u l  t r as t ruc tu ra le ,  1 a r i c h e  i nne rva t i on  GABAergique des 

neurones du NMD. Ce de rn ie r  r é s u l t a t ,  s ' i l  e s t  associé à nos propres 

observations, l a i s s e  supposer que l e  NMD r e ç o i t  des af férences 

GABAergiques o r i g i n a i r e s  du noyau r é t i c u l a i r e  thalamique. L 'ex is tence 

d 'une p r o j e c t i o n  du noyau r é t i c u l a i r e  thalamique vers l e  NMD p o u r r a i t  ê t r e  

d 'un  t r è s  grand i n t è r ê t  fonct ionnel ,  s i  1 'on considêre que l e  noyau 

r é t i c u l a i r e  t h a l  amique exerce une i n f l uence  i n h i b i t r i c e  v i s -à -v i s  des 

neurones du t h a l  amus dorsa l  (STERIADE e t  DESCHENES, 1984), vers 1 esquel s 

i 1 se p r o j e t t e  massivement (FRASSONI e t  a l ,  1984). 

2 )  P r o j e c t i o n  vers l e  thalamus médian 

Lors  des i n j e c t i o n s  de péroxydase dans l e  NMD sur tranche, des 

efférences en d i r e c t i o n  du noyau pa raven t r i cu la i re  thalamique au t r a v e r s  

de 1 'hypothalamus médio-dorsal e t  du thalamus médian ont  é t é  observées. 

Ces r é s u l t a t s  sont corroborés par  l e s  observations f a i t e s  apres 

1 ' imprégnation argent ique des neurones de t ype  1 e t  II, 1 ' i n j e c t i o n  

i n t r a c e l l u l a i r e  de LY sur  l a  c e l l u l e  35 e t  1 ' i n j e c t i o n  de péroxydase " i n  

v i vo "  dans l e  NMD. En e f f e t ,  l e s  neurones marqués par  ces d i f f é r e n t e s  



techniques o n t  présenté des o r ien ta t i ons  d'axone en d i r e c t i o n  du thalamus 

médi an. 

Il f a u t  s igna ler  que ces efférences on t  présenté un aspect 

remarquabl m e n t  identique, c  'es t -à-d i re  un cheminement v e r t i c a l ,  

exactement dans l e  p lan  médian du thalamus au dessus du 3e vent r icu le .  

Chez l e  Rat, une p r o j e c t i o n  vers l e  thalamus médian provenant 

de 1 a rég ion s i  tuée en t re  1 e NPV e t  l e  f o r n i x  e s t  d é c r i t e  par TER HORST e t  

LUITEN, (1 986). Cet te p ro jec t i on  e s t  composée de f i b r e s  progressant 

vert icalement dans l e  p lan  du 3e vent r icu le ,  en d i r e c t i o n  du noyau 

pa raven t r i cu la i re  t h a l  amique. Dans 1 a même espèce, HOSOYA (1 985) montre 

par autoradi ographi e une p r o j e c t i o n  de 1 ' a i r e  dorso-médi a le  hypothalamique 

vers l e  thalamus ventro-médian. Ces observations sont t o u t  à f a i t  en 

accord avec l e s  r é s u l t a t s  obtenus i c i  chez l e  Cobaye à p a r t i r  du NMD. Il 

fau t  de p lus  a jou te r  que d'après CONRAD e t  PFAFF (1976b1, BUIJS (1978) e t  

LUITEN e t  a l .  (1 985), 1 es neurones s i tués  dans 1 a rég ion du NPV se 

p r o j e t t e n t  massivement vers l e  thalamus médian chez l e  Rat. Pour TER HORST 

e t  LUITEN (1 986), comme c ' e s t  l e  cas dans l e  présent t r a v a i  1, cer ta ines  

f i b r e s  empruntant 1 a d i r e c t i o n  du noyau paravent r icu l  a i r e  t h a l  amique, 

franchissent 1 e p lan  médian e t  se répar t i ssen t  b i la téra lement  dans l e  

thalamus médian. 

3 )  Pro jec t i on  vers l e  noyau pa raven t r i cu la i re  

Les r e l a t i o n s  e n t r e  l e  NMD e t  l e  NPV homolatéral, en 

p a r t i c u l  i e r  1 a p a r t i e  1 a té ra l  e magnocell u l  a i  r e  de ce1 u i  -c i ,  sont  

d i f f i c i l e s  à déterminer, é tan t  donnée l a  prox imi té  des deux noyaux. En 

ef fet ,  l a  rég ion  externe du NPV e s t  en général touchée par l e  p rodu i t  de 

réac t i on  accumulé au s i t e  d ' i n j e c t i o n .  Des f i b r e s  représentant un 

cont ingent  assez important on t  cependant é t é  observées q u i  r e l i a i e n t  

horizontalement l e  s i t e  d ' i n j e c t i o n  e t  l e  3e vent r icu le .  Il n ' a  jamais é t é  

poss ib le  d ' a f f i r m e r  à p a r t i r  de ces observations s i  ces f i b r e s  é t a i e n t  

r é e l  lement destinées au NPV, b i e n  q u ' e l  l e s  l e  t raversent  dans son e n t i e r  

au cours de l e u r  cheminement vers l e  3e vent r icu le .  En f a i t ,  p lus ieurs  de 

ces f i b r e s ,  après un changement b r u t a l  de d i rec t i on ,  poursui vent 1 eur  

t r a j e t  l e  long du 3e vent r icu le ,  s o i t  en d i r e c t i o n  de 1 'hypothalamus 

basal,  s o i t  vers l e  sommet du ven t r i cu le .  Cet te dernière observat ion peut  

ê t r e  rapprochée du r é s u l t a t  obtenu l o r s  de 1 ' i n j e c t i o n  i nt race l  l u l a i r e  de 

LY dans 1 a c e l l u l e  23 pour laque l le ,  après un t r a j e t  r e c t i l i g n e  au 



t r a v e r s  du NPV, l 'axone présente un brusque changement de d i r e c t i o n  vers 

l e  sommet du 3e ven t r i cu le .  Cet te  rég ion  s i t u é e  au sommet du 3e v e n t r i c u l e  

p o u r r a i t  correspondre à 1  ' e n d r o i t  où ces f i b r e s  e f fec tuen t  1  eur 

décussat i  on pour a t t e i n d r e  1  'hypothal amus c o n t r o l  a té ra l  . 
TER HORST e t  LUITEN (1986 ; 1987) ind iquent  une f o r t e  

accumulation de boutons terminaux i ssus  de f i b r e s  o r i g i n a i r e s  du noyau 

hypothalamique dorso-médian dans l a  p a r t i e  p a r v i c e l l u l a i r e  du NPV . Il e s t  

reconnu que l a  p a r t i e  dorsa le  du noyau dorso-médian e s t  en r e l a t i o n  

d i r e c t e  avec -1 e  NPV (LEV IN e t  al . ,  1987 ; BERNARDIS e t  BELLINGER, 1987). 

Il n ' e s t  pas poss ib le  par  nos techniques de p réc i se r  s i  l e  NMD e n t r e t i e n t  

avec 1  e  NPV des r e l a t i o n s  semblables. L '  observat ion de nos préparat ions 

nous f a i t  p l u t ô t  pencher en faveur d'une p r o j e c t i o n  des f i b r e s  issues du 

NMD vers  l a  rég ion  bordant l e  3e ven t r i cu le .  Il a  en e f f e t  é t é  s ignalé que 

des 1  é s i  ons de 1  a  r é g i  on du noyau hypothalamique dorso-médi an provoquent 

1  a  dégénérescence de f i b r e s  s i tuées  au voisinage du 3e v e n t r i c u l e  chez l e  

Rat (PETROV ICKY, 1967). 

Dans un seul cas d ' i n j e c t i o n  de péroxydase sur tranche, un 

marquage de 1  a  rég ion  correspondant au NPV con t ro la té ra l  a  é té  observé 

( T i 5 ) .  P l u t ô t  qu'une p r o j e c t i o n  c o n t r o l a t é r a l e  du NMD vers  l e  NPV, ce 

marquage sembl a i t  correspondre à un regroupement compact de f i b r e s  avant 

que ce1 l e s - c i  ne se d ispersent  dans p lus ieu rs  régions de 1  'hypothalamus. 

4 )  Pro jec t i on  vers  1  'hypothalamus l a t é r a l  e t  l a  r é g i o n  

p é r i  f o r n i c a l e  

Des f i b res  on t  é t é  observées dans 1  'HL e t  l a  r é g i o n  

p é r i f o r n i c a l e  de façon homolatérale e t  cont ro la té ra le ,  après i n j e c t i o n  " i n  

v i t r o "  de péroxydase dans l e  NMD. Par l a  technique d ' imprégnat ion 

argent ique, une même o r i e n t a t i o n  des axones a  é t é  notée (neurones de t y p e  

1, II e t  I I I ) ,  ces r é s u l t a t s  é t a n t  confirmés par l e s  i n j e c t i o n s  

i n t r a c e l l u l a i r e s  des c e l l u l e s  24, 26 e t  38. Enf in ,  après i n j e c t i o n s  " i n  

v i vo "  de péroxydase dans l e  NMD, des f i b r e s  t raversant  1  ' a i r e  

p é r i f o r n i c a l e  par  l a  face  externe du f o r n i x  on t  é t é  observées de même que 

des f i b r e s  (en p lus  p e t i t  nombre) t rave rsan t  c e t t e  même rég ion  mais en 

longeant l a  face  i n t e r n e  du f o r n i x .  

TER HORST e t  LUITEN (1 986) rappor ten t  également 1  'ex is tence 

dans 1  'HL e t  1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  homolatérale e t  con t ro l  a té ra le  d ' u n  

grand nombre de f i b r e s  provenant de 1  a  rég ion  s i t u é  en t re  l e  NMD e t  l e  3e 



ven t r i cu le .  Pour ces auteurs, l e  cheminement p r é f é r e n t i e l  des f i b r e s  

dest inées à 1 'HL homolatéral s ' e f fec tue  e n t r e  l e  f o r n i x  e t  l a  1 i m i t e  

externe du noyau ventro-médian, avant de s ' i ncu rve r  vers 1 'HL. Des images 

semblables sont obtenues par  TER HORST e t  LUITEN (1987) l o r s  d ' i n j e c t i o n s  

réa l i sées  c e t t e  f o i s  p l u s  médialement dans 1 a p a r t i e  dorsa le  du noyau 

dorso-médian. D'autres f i b r e s  moins nombreuses contournent également 1 e 

fo rn i x  pa r  sa face supérieure avant de r e j o i n d r e  1 'HL, dorsalement 

( hypothalamus 1 atéro-dorsal ) e t  ventralement. Nos r é s u l t a t s  conf irment 

t o u t  à f a i t  ces descr ip t ions  en ce qu i  concerne l e  t r a j e t  emprunté par  l e s  

f i b r e s  marquées o r i g i n a i r e s  du NMD. 

Par t ranspor t  rét rograde de péroxydase, KITA e t  OOMURA (19821, 

a i n s i  que BARONE e t  a l .  (1981 1, decr ivent  aussi dans l a  rég ion  

p é r i f o r n i c a l e  e t  dans l e  noyau dorso-médian l a  présence de corps 

ce1 lu1 a i res  qu i  é tab l i ssen t  des r e l a t i o n s  d i rec tes  avec 1 ' a i r e  

hypothalamique 1 a té ra le  chez l e  Rat. 

5 )  P ro jec t i on  vers 1 a r é g i  on hypothalamique p é r i v e n t r i c u l  a i r e  

Un marquage important de 1 a rég ion  p é r i v e n t r i c u l a i r e  

hypothalamique, homo1 a té ra le  e t  cont ro la téra le ,  a é té  constaté après 

i n j e c t i o n  " i n  v i t r o "  de péroxydase dans l e  NMD. Des f i b r e s  longeant l e  3e 

v e n t r i c u l e  on t  également é t é  observées après des i n j e c t i o n s  " i n  v ivo"  de 

péroxydase dans l e  NMD. On peut déduire de ces observations que des f i b r e s  

issues du NMD se d i r i g e n t  paral lèlement au 3e ven t r i cu le  en d i r e c t i o n  de 

1 'hypothalamus médio-basal. Ce r é s u l t a t  e s t  en accord avec l e s  

observat ions de TER HORST e t  LUITEN (1 986) e t  CHIBA e t  MURATA (1985) chez 

1 e Rat. Ces dern iers  auteurs sou1 ignent  1 ' ex i  stence de f i b r e s  marquées 

a t te ignan t  1 ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l  a i r e  après des i n j e c t i o n s  de péroxydase 

ef fectuées dans l ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e .  

6 Pro.iection vers 1 ' hmotha l  amus médio-basal 

Imprégnés par  l a  technique de GOLGI, c e r t a i n s  axones issus des 

c e l l u l e s  de type 1 e t  III, après avo i r  t raversé 1 ' a i r e  pé r i ven t r i cu lo -  

f o r n i c a l e ,  présentent un t r a j e t  qui ,  b ien  que d i r i g é  vers 1 'hypothalamus 

médio-basal , é v i t e  1 e noyau ventro-médian. Cet te  observat ion e s t  

remarquablement ident ique à ce1 l e  f a i t e  1 ors  des i n j e c t i o n s M i  n v ivo"  de 

péroxydase dans l e  NMD après lesquel l e s  on peut  su i v re  des f i b r e s  

longeant l e  bord i n t e r n e  du noyau ventro-médian e t  poursuivant l e u r  t r a j e t  



sous l e  3e ven t r i cu le .  " I n  v i t r o " ,  nous n'avons pas d é c r i t  de p r o j e c t i o n  

e n t r e  l e  NMD e t  l e  noyau ventro-médian. Cependant, des f i b r e s  o r i g i n a i r e s  

du NMD se d i r i g e a n t  vers l e  noyau ventro-médian au t r a v e r s  de 1 ' a i r e  

pé r i ven t r i cu lo - fo rn ica le  on t  é t é  su i v ies  jusqu 'à  l a  l i m i t e  externe de ce 

noyau. Ce t te  observat ion r e j o i n t  1 a desc r ip t i on  de TER HORST e t  LUITEN 

(1986) ind iquant  qu'un t r è s  f a i b l e  cont ingent  de f i b r e s  issues de l a  

rég ion  comprise e n t r e  l e  NPV e t  l e  f o r n i x  se termine dans l e  corps du 

noyau ventro-médian, a l o r s  qu'au c o n t r a i r e  de nombreux boutons terminaux 

sont  présents dans l a  capsule pér inuc léa i re .  Pour KITA e t  OOMURA (1982), 

quelques neurones appartenant à 1 a rég ion  p é r i  f o r n i c a l e  sont marqués après 

t ranspor t  ré t rograde de péroxydase à l a  s u i t e  d'une i n j e c t i o n  centrée dans 

1 e corps du noyau ventro-médian chez l e  Rat. 

De même q u ' i l  apparaî t  que l e  NMD n ' é t a b l i t  pas de r e l a t i o n  

c la i rement  i d e n t i f i a b l e  avec l e  noyau ventro-médian, t o u t  au moins avec l e  

corps de c e  noyau, aucune de nos expériences n ' a  permis de démontrer une 

r e l  a t i o n  e n t r e  l e  NMD e t  l e  noyau arqué. Seule une rég ion  l oca l i sée  à 1 a 

base du cerveau mais l a t é r a l e  par  rappor t  à ce noyau a présenté un 

marquage après t ranspor t  antérograde de péroxydase " i n  v i t r o " .  Ce marquage 

n ' a  é t é  observé que du cô té  c o n t r o l  a té ra l  à 1 ' i n j e c t i o n .  Ce t te  absence de 

r e l a t i o n  e n t r e  l e  NMD e t  l e  noyau arqué peut ê t r e  rapprochée des 

observat ions rapportées par  TER HORST e t  LUITEN (1 986). Les mêmes auteurs, 

par  une i n j e c t i o n  l o c a l i s é e  un peu p lus  postérieurement (TER HORST e t  

LUITEN, 19871, démontrent c la i rement  que l e s  f i b r e s  a t te ignan t  l a  base de 

1 ' hypothalamus sont c i r c o n s c r i t e s  à 1 ' é t r o i t e  r é g i  on 1 ocal i sée e n t r e  1 e 

noyau ventro-médian e t  l e  noyau arqué e t  ne sont pas observées au s e i n  

même de ce noyau. 

La p l u p a r t  des régions thalamiques e t  hypothalamiques q u i  

v iennent d ' ê t r e  énumérées comme recevant des p ro jec t i ons  du NMD sont  

d ë c r i t e s  dans d iverses espèces comme renfermant des f i b r e s  et/ou des 

terminaisons enképhalinergiques. 

Chez 1 es espèces autres que 1 e Cobaye (pr inc ipalement  1 e Rat ) ,  

c ' e s t  l e  cas, en ce qu i  concerne 1 e thalamus 1 a té ra l  , du noyau r é t i c u l a i r e  ------ 
thalamique (WATSON e t  a l  ., 1977 ; SAR e t  al . ,  1978 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  

LARSSON, 1981 ; PALKOVITS e t  BROWNSTEIN, 1985) e t  de 1 a zona i n c e r t a  

(SIMANTOV e t  a l . ,  1977 ; WATSON e t  al . ,  1977 ; WAMSLEY e t  al., 1980 ; 



FINLEY e t  al., 1981 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981 ; PALKOVITS e t  

BROWNSTEIN, 1985 ; PETRUSZ e t  al . ,  1985), e t  en ce qu i  concerne l e  

thalamus médian, du noyau pa raven t r i cu la i re  t h a l  amique (SIMANTOV e t  a l . ,  ---------- 
1 977 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981 ; FINLEY e t  a l .  , 1 981 ; PETRUSZ 

e t  al., 1985). Pour 1 ' h.mothalamus, des f i b r e s  et /ou des terminai  sons ------- 
enképhal inerg iques o n t  é t é  l oca l i sées  dans l e  - NPV e t  l e  noyau dorso-médi an 

(SAR e t  a l  . , 1 978 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981 ; PALKOV ITS e t  

BROWNSTEIN, 1985 ; PETRUSZ e t  al., 1985 ; PALKOVITS, 19861, dans 1 ' a i r e  

hypothalamique 1 a té ra le  e t  1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  (SAR e t  al., 1978 ; 

PALKOVITS e t  BROWNSTEIN, 1985 ; PETRUSZ e t  al . ,  1985), dans 1 ' a i r e  - 
p é r i  v e n t r i c u l o - f  o rn i ca le  e t  l e  noyau ventro-médi an (SAR e t  a l . ,  1978 ; 

STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981 ; PALKOVITS e t  BROWNSTEIN, 1985 ; 

PETRUSZ e t  a l . ,  19851, dans 1 ' a i r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e  (SIMANTOV e t  a l . ,  

1977 ; PETRUSZ e t  a l . ,  1985 ; PALKOVITS, 19861, dans 1 ' hypothal amus do rsa l  

(WATSON e t  a l . ,  1977 ; PALKOVITS e t  BROWNSTEIN, 1985 ; PETRUSZ e t  a l . ,  

1985) e t  dans 1 'hypothalams basal (SIMANTOV e t  a l . ,  1977 ; SAR e t  a l  ., 
1978 ; STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981 ; PALKOVITS e t  BROWNSTEIN, 1985 

; PETRUSZ e t  a l  ., 1985 ; PALKOVITS, 1986). 

Chez 1 e Cobaye, 1 a 1 ocal i s a t i  on des f i b r e s  enképhal i nergi ques 

e s t  beaucoup moins connue. Toutefois, pour 1 e t h a l  amus, STENGAARD-PEDERSEN 

e t  LARSSON (1 981 ) a i n s i  que TRAMU (communication personnel l e )  décr ivent  

des f i b r e s  enképhal inergiques dans 1 e t h a l  amus médian, e t  p l  us 

p a r t i c u l  ièrement dans 1 e noyau paravent r icu l  a i r e  thalamique. D 'au t res  

f i b r e s  sont  aussi observées par  ces auteurs dans l a  zona incer ta .  Pour 

1 ' hypothalamus, 1 ' i nne rva t i on  enképhal inerg ique e s t  présente dans t o u t e s  

1 es r é g i  ons (STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981 ; TRAMU, communication 

personnel le)  à 1 'except ion de 1 a p a r t i e  c e n t r a l e  du noyau ventro-médian 

(STENGAARD-PEDERSEN e t  LARSSON, 1981), ce  qu i  semble cons t i t ue r  une 

d i f férence importante avec l e  Rat. Les travaux récents de TRAMU 

(communication personnel l e )  complétant l e s  observat ions de TRAMU e t  a l .  

( 1  981 ) ind iquent  un réseau assez dense de f i b r e s  enképhal inergiques dans 

1 e noyau paravent r icu l  a i re,  une f o r t e  concentrat ion de terminaisons dans 

1 a capsule du noyau ventro-médi an, un marquage moyennement in tense dans l e  

NPV e t  1 ' a i r e  p é r i f o r n i c a l e  e t  e n f i n  un marquage p lus  f a i b l e  b i e n  

qu ' indéni  ab1 ement présent dans 1 ' a i r e  hypothalamique 1 a t é r a l e  e t  1 ' a i r e  

p é r i v e n t r i c u l o - f  orn ica le.  Sans pouvoir  a f f i r m e r  que tou tes  ces rég ions  



reçoivent leurs afférences enképhalinergiques du NMD, i l  faut constater 
que toutes l e s  observations d'ordre immunocytochimiques réalisées chez l e  
Cobaye corroborent parfaitement 1 es résultats exposés dans ce travai 1 

quant aux projections des neurones du NMD. 





Du f a i t  de sa vocat ion radicalement neuroanatomique, c e t t e  

étude a  s u i v i  deux o r i e n t a t i o n s  b ien  d i  s t i n c t e s  mai s  complémentaires par  

b i e n  des aspects. 

Dans un premier temps, l e s  o u t i l  s  s t a t i s t i q u e s  e t  informatiques 

nous ont  permi de r é a l i s e r  une p a r t i t i o n  des ce11 u les  contenues dans 1  a  

r é g i o n  du NMD en f o n c t i o n  de paramètres morphologiques mesurés. Ce type de 

p a r t i t i o n ,  b i e n  que souvent r é a l i s é  par  l e  passé pour de nombreuses 

rég ions  du système nerveux cent ra l ,  n ' é t a i t  jusqu 'à  présent obtenu qu 'à  

p a r t i r  de c r i t è r e s  v i s u e l s  d 'observat ion microscopique dépendant de 

1  'expérimentateur. Le présent  t r a v a i l ,  ou t re  l a  desc r ip t i on  morphologique 

des types c e l l u l a i r e s  cons t i t uan t  l e  NMD, propose une méthode 

d  ' i n v e s t i g a t i o n  cytoarchi  t e c t u r a l e  i ndépendante de 1 'observateur e t  

app l i cab le  aux autres régions du système nerveux cen t ra l .  

La conf i rmat ion  des r é s u l t a t s  analyt iques par  l e s  observat ions 

r é a l i s é e s  grâce à des méthodes d ' i n v e s t i g a t i o n  neuroanatomique classiques 

(marquage i n t r a c e l  l u 1  a i re ,  marquage par  t ranspor t  ré t rograde de 

péroxydase) sont des arguments en faveur de l a  va leur  de c e t t e  méthode. 

La mise en évidence à 1  ' i n t é r i e u r  de l a  rég ion  du NMD de qua t re  

populat ions ce1 1  u l  a i r e s  morphologiquement d i f fé ren tes  es t  b i  en entendu 

1 i é e  à 1  a  technique d '  imprégnation argentique. L ' e x i  stence d 'un  (ou de 

p l u s i e u r s )  au t re (s )  t ype (s )  c e l l u l a i r e ( s  tota lement  r é f r a c t a i r e ( s 1  à ce 

t ype  de marquage, b i e n  qu'improbable comme semblent l e  montrer nos 

expériences, n ' e s t  pas à éca r te r  totalement. 

Dans un second temps, ce t r a v a i l  a permi de p réc i se r  cer ta ines  

des connexions e f fé ren tes  du NMD. Là encore, l a  complémentarité des 

d i f fé ren tes  techniques u t i  1 isées permet de d h o n t r e r  sans ambigui t é  

poss ib le  un c e r t a i n  nombre de t r a j e t s  de f i b r e s  efférentes. Nous pouvons 

donc a f f i rmer  que l e  NMD n'émet aucune p r o j e c t i o n  e f f é r e n t e  vers 1  'EM, 



mais q u ' i l  possëde par  con t re  de nombreuses r e l a t i o n s  avec des rég ions  

thalamiques e t  i ntra-hypothalamiques. En t o u t  é t a t  de cause, i 1 nous e s t  

impossib le dans 1 ' é t a t  ac tue l  de nos t ravaux d ' a f f i r m e r  s i  ces rég ions  

thalamiques e t  hypothalamiques sont des zones de t r a n s i t  des f i b r e s  issues  

du NMD et /ou  des l i e u x  de terminaisons axoniques de ces mêmes f i b r e s .  La 

démonstration d 'un  t e l  p o i n t  peut ê t r e  considérée comme un t r a v a i  1 aux 

perspect ives in téressantes.  

Enf in ,  nous avons pu avec c e r t i t u d e  me t t re  en évidence une 

connect ion d i r e c t e  e n t r e  l e  NMD e t  l e  SL. Toutefois,  l à  encore, b ien  que 

nous ayons démontré sans ambiguité l a  décussation des axones i ssus  du NMD 

(en p a r t i  cu l  i er  par  des c o l  1 a téra les  axoniques) , 1 e t r a j e t  emprunté p a r  

1 es f i b r e s  r e s t e  encore du domai ne de 1 'hypothèse, de même que l e  r ô l e  

fonc t ionne l  de 1 'axe NMD-SL e t  que 1 ' i d e n t i t é  des neurones du SL recevant 

1 ' innerva t ion  enképhal i nergique i ssue de ce noyau. 





ANNEXE 1 

Liste des abréviations utilisées dans les figures. 



ABREVIATIONS 
AD : noyau thalamique antéro-dorsal 
AHA : a i r e  hypothalamique antér ieure  
AHL : a i r e  hypothalamique l a t é r a l e  
AHLD : a i r e  hypothalamique 1 atéro-dorsale 
AM : noyau t h a l  amique antéro-médi an 
AMYG : amygdale 
APF : a i r e  p é r i f o r n i c a l e  
APO : a i r e  préopt ique 
APV : a i r e  p é r i v e n t r i c u l a i r e  
APvF : a i r e  pé r i ven t r i cu lo - fo rn i ca le  
AV : noyau thalamique antéro-ventra l  
CA f commi ssure b1 anche antér ieure  
CC : corps ca l leux  
C I  : capsule i n t e r n e  
CO : ch i  asma opt ique 
DB : t r a c t u s  diagonal de Broca 
EM : éminence médiane 
F : f i m b r i a  
FMT : fa isceau médian du tëlencéphale 
Fx : colonne du f o r n i x  
HD : hypothalamus dorsal  
HL : hypothalamus 1 a t é r a l  
H ld  : hypothalamus la té ro-dorsa l  
Hmb : hypothal amus médio-basal 
Hmd : hypothalamus médio-dorsal 
HV : hypothalamus ven t ra l  
Hy : hypophyse 
Hyth : hypothalamus 
NA : noyau arqué 
NLST : noyau du l i t  de l a  s t r i e  te rmina le  
NMD : noyau magnocel 1 u l  a i r e  dorsal  
NPV : noyau pa raven t r i cu la i  r e  hypothalamique 
NPVa : noyau paravent r icu l  a i r e  hypothalamique accessoire 
NPVm : noyau paravent r icu l  a i r e  hypothalamique, pars magnocel l u 1  a r i s  
NPVp : noyau pa raven t r i cu la i  r e  hypothalamique, pars pa rv i ce l  l u 1  a r i s  
NR : noyau reuniens 
NRT : noyau r é t i c u l a i r e  t h a l  amique 
NVM : noyau ventro-médian 
POM : a i r e  préopt ique médiane 
PT : noyau para taen ia l  thalamique 
PVT : noyau paravent r icu l  a i r e  t h a l  amique 
rs : recessus i nfundi b u l a i r e  
SLd : septum l a t é r a l  dorsal  
SLI : septum 1 a té ra l  in te rmed ia i re  
SLV : septum l a t é r a l  ven t ra l  
SM : septum médian 
ST : s t r i e  te rmina le  
TH : thalamus 
ThL : thalamus l a t é r a l  
ThM : thalamus médian 
TO : t r a c t u s  opt ique 
3V : t ro is ième v e n t r i c u l e  
VL : v e n t r i c u l e  l a t é r a l  
Z I  : zona i n c e r t a  



ANNEXE 2 

Subdivisions d u  thalamus e t  de 1 'hypothalamus u t i  1 i sées  dans l e  

t e x t e  e t  l e s  f i g u r e s .  





ANNEXE 3  

Limites supérieures de s i g n i f i c a t i o n  de l a  d i s t r i b u t i o n  F de FISCHER 

pour P = 0,01 (1%) 

- P = P ( d r o i t e )  = i n t é g r a l e  e n t r e  F e t  1  ' i n f i n i  

- V I  = degré de l i b e r t é  Np t Nq - n  - 1 

- V  = degré de 1  i b e r t é  n  

d 'après VAN DER WAERDEN, B . I . ,  Mathematische S t a t i s t i k ,  Springer, B e r l i n ,  

1957,  p .  340. 





ANNEXE 4 

Limites supérieures de s i g n i f i c a t i o n  de 1 a  d i s t r i b u t i o n  F de FISCHER 

pour P = 0,05 (5%) 
- P = P ( d r o i t e )  = i n t é g r a l e  e n t r e  F e t  l ' i n f i n i  

- V 1  = degré de l i b e r t é  Np + Nq - n  - 1  

- v 2  = degré d e  l i b e r t é  n 

d 'après  VAN DER WAERDEN, B. I., Mathematische S t a t i s t i k ,  Springer, B e r l i n ,  

1957, p .  340. 
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