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AHP : potentiel tardif h yperpolarisant 
AHL : aire hypothalamique latérale 
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bdB : bandelettes diagonales de Broca 
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Introduction 



La compréhension des mécanismes de communication entre les cellules 
nerveuses s'est améliorée grâce au développement de nouvelles technologies et 
à des approches de plus en plus multidisciplinaires. 

La morphologie et la neurophysiologie sont deux disciplines qui 
s'appliquent à la description des cellules nerveuses dans leur environnement. 
La morphologie favorise la description, au niveau régional, des types 
cellulaires et de l'articulation de groupes de neurones distincts. La 
neurophysiologie permet d'appréhender, au niveau cellulaire, le comportement 
de la cellule nerveuse vis à vis des influences synaptiques et humorales qu'elle 
reçoit. Lorsqu'elles sont couplées à l'étude d'un neurone individuel, la 
morphologie et la neurophysiologie s'associent pour faire comprendre les 
rapports existant entre la structure et la fonction neuronales. 

Le présent travail utilise les techniques issues de ces deux disciplines 
pour étudier une région clé du cerveau, située à l'interface entre les centres 
télencéphaliques supérieurs et le diencéphale, le septum latéral (SL) et plus 
particulièrement une de ces subdivisions qui est impliquée, par ses connexions 
vers l'hypothalamus, dans les fonctions neuroendocrines : la partie 
médiolatérale du septum latéral (SLml). 
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1. Le septum latéral : subdivisions et connexions 

1 - Subdivisions du SL 

Le septum se situe entre les cornes antérieures des ventricules latéraux. 
Il est limité antérieurement par l'hippocampe précommissural, dorsalement 
par le corps calleux, postérieurement et ventralement par la décussation de la 
commissure blanche antérieure (figure 1). 

Les subdivisions du septum furent décrites pour la première fois chez le 
boeuf par Meynert ( 1867). Cette nomenclature fût précisée par Andy et 
Stephan (1959) chez les primates, puis par Swanson et Cowan (1979) chez le 
rat. Le septum est divisé en plusieurs noyaux : le SL, le septum médian (SM), 
le noyau septo-hippocampique, les bandelettes diagonales de Broca (bdB), le 
noyau septo-fimbrial et le noyau triangulaire. Sont adjoints aux deux derniers 
noyaux, le noyau du lit de la strie terminale (NLST) et le noyau septo
hypothalamique (figure 1 ). 

Swanson et Cowan (1979) ont subdivisé le SL du raten trois régions : 
dorsale (SLd), intermédiaire (SLi), et ventrale (SLv), en fonction de la taille et 
de la densité des cellules les constituant. Les régions dorsale et ventrale sont 
adjacentes au ventricule latéral, alors que le SLi est situé plus médialement. Il 
n'existe cependant pas de frontières bien définies entre ces différents noyaux. 

Le SLd forme une aire triangulaire, localisée dans l'angle formé par le 
corps calleux et le ventricule latéral. Il constitue la plus petite des trois 
subdivisions, mais il comprend un nombre élevé de neurones. 

Le SLi forme l'aire la plus large et la plus hétérogène du SL. Il est 
limité rostralement par l'hippocampe précommissural et caudalement, est 
remplacé par le SF. Les neurones qui le constituent sont relativement dispersés 
sur toute la surface. 

Le SLv est une région apparaissant plus dense par rapport au reste du 
SL, limitée ventrolatéralement par le NLST. Cet aspect compact est lié à un 
nombre élevé de neurones très regroupés. 

Ces subdivisions ont été adoptées par la grande majorité des auteurs 
s'intéressant au SL. TI n'existe pas de différences notables entre le SL du rat et 
celui du cobaye (Bleier, 1983 ; Staiger et Nümberger, 1989). 

Récemment, chez le rat, J akab et Leran th (1990a) ont défini une 
nouvelle zone, dénommée partie médiolatérale du SL (SLml). Cette région 
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Figure 1 : Représentation schématique des subdivisions anatomiques de la région septale du cobaye. 
D'après Poulain (1974) et Bleier (1983). Le niveau de chaque coupe frontale correspond à la 
distance, en mm, qui le sépare du plan venical passant par l'axe interauriculaire. La région grisée 
représente le SLml. 



correspond aux parties latérales de la portion ventrale du SLd, du SLi et de la 
partie dorsale du SLv (figure 1). La principale caractéristique de cette région 
par rapport aux subdivisions classiquement établies, concerne l'abondance de 
neurones pourvus d'épines somatiques. 

2 - Connexions du SL 

Les connexions du SL furent examinées pour la première fois par 
Raisman (1966), qui utilisa des techniques de dégénérescence axonale. Elles 
furent complétées par l'utilisation de techniques radioautographiques, basées 
sur l'injection d'acides aminés tritiés et permettant la visualisation des 
efférences du SL (Meibach et Siegel, 1977 ; Garris, 1979 ; Swanson et Cowan, 
1979). L'utilisation de la peroxydase du Raifort, traceur axonal rétrograde, a 
permis de décrire les afférences au SL (Segal et Landis, 1974 ; Meibach et 
Siegel, 1977 ; Staiger et Nümberger, 1989). Enfin, la lectine de Phaseolus 
vulgaris, traceur axonal antérograde utilisé depuis 1984 (Gerfen et Sawchenko, 
1984), a permis une description plus précise des efférences du SL (Staiger et 
Wouterlood, 1990 ; Staiger et Nürnberger, 1991a, b ; Canteras et Swanson, 
1992 ; Canteras et coll, 1992a, b ; Leranth et coll, 1992 ; Witter et coll, 1992). 
Ces différentes études ont conduit à l'établissement du concept selon lequel le 
SL constitue une aire d'interactions et de relais entre les structures limbiques et 
le diencéphale. Il entretient, en particulier, des relations privilégiées et 
réciproques avec l'hippocampe et l'hypothalamus et forme un centre 
régulateur dans le complexe hippocampo-septo-hypothalamique. 

2.1) Afférences au SL 

Les neurones du SL sont la cible de fibres provenant du télencéphale, du 
diencéphale, du mésencéphale et du rhombencéphale (figure 2A). Toutes les 
références citées ci-après concernent des études réalisées chez le rat, hormis les 
travaux de Staiger et Nürnberger (1989) et de Kalsbeek et coll (1993), réalisés 
respectivement chez le cobaye et le hamster doré. 

Téléncéphale : le SL est richement innervé par l'hippocampe 
(Raisman, 1966 ; Meibach et Siegel, 1977 ; Swanson et Cowan, 1977). 
L'innervation hippocampique a une distribution topographique bien 
déterminée. Les neurones pyramidaux des cornes d'Ammon (champs CAl, 
CA2 et CA3) et du subiculum empruntent le fornix dorsal et la fimbria avant 
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Figure 2 : Représentation schématique sur des coupes sagittales de cerveau des principales 
connexions du septum latéral. (A) Projections afférentes au SL. (B) Projections efférentes du SL. 



de se terminer sur les neurones du SL et en particulier sur les neurones du SLd 
(Raisman, 1966 ; Swanson et Cowan, 1977, 1979 ; Malthe-Sorenssen et coll, 
1980). Les fibres issues des champs CA2, CA3 innervent, de façon bilatérale, 
les deux tiers du SL caudal, alors que les fibres issues des champs CA 1 et du 
subiculum contactent plutôt, de manière ipsilatérale, les neurones du SL rostral 
(Swanson et Cowan, 1979). Ces afférences intéressent les corps cellulaires et 
les dendrites de neurones GABAergiques (Leranth et Frotscher, 1989), ou de: 
neurones non identifiés (Swanson et Cowan, 1979). Les neurones du SLv ne 
reçoivent que peu d'afférences hippocampiques (Raisman, 1966 ; Swanson et 
Cowan, 1979). Canteras et Swanson (1992) ont récemment démontré la 
connexion directe du subiculum ventral avec le SLv, les parties adjacentes du 
SLi et le SF, via le fomix précommissural. 

Dans le SLml, les afférences hippocampiques, particulièrement 
importantes, sont préférentiellement dirigées sur les neurones pourvus d'épines 
somatiques, dont certains sont GABAergiques (Jakab et Leranth, 1990b). 

Le SL reçoit des afférences provenant du SM, des bdB (parties 
horizontale et verticale), du NLST (région intermédiaire) et du noyau de 
l'amygdale médiane (Staiger et Nümberger, 1989). Plus particulièrement, 
Canteras et coll (1992a) ont mis en évidence une relation entre le noyau 
postérieur de l'amygdale et le SLv. 

Diencéphale : le SL est la cible d'afférences provenant de 
l'hypothalamus et du thalamus. Les relations hypothalamo-septales et thalamo
septales ont été décrites par différents auteurs (Raisman, 1966 ; Saper et coll, 
1976, 1979 ; Buijs, 1978 ; Swanson et Cowan, 1979 ; Luiten et coll, 1982 ; 
Staiger et Nümberger, 1989 ; Cullinan et Zaborszky, 1991 ; Kalsbeek et coll, 
1993). 

Les fibres d'origine hypothalamique parviennent au SL par le faisceau 
médian du télencéphale (Raisman, 1966). Elles sont issues de neurones localisés 
dans la région préoptique, le noyau suprachiasmatique, le noyau 
para ventriculaire (région parvocellulaire antérieure), le noyau 
périventriculaire, l'aire hypothalamique antérieure dorsale, l'aire 
hypothalamique postérieure et de quelques neurones du noyau ventromédian et 
du noyau arqué. Chez le cobaye, une innervation particulièrement importante, 
bilatérale, provient du noyau magnocellulaire dorsal (NMD ; Poulain, 197 4 ; 
Poulain, 1983 ; Poulain et coll, 1984 ; Staiger et Nümberger, 1989). Ce noyau 
est situé dans la région périfomicale, entre le faisceau du fomix et le noyau 
paraventriculaire. Il est exclusivement constitué de cellules enképhalinergiques 
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(Tramu et coll, 1981 ; Beauvillain et coll, 1982). Le tractus enképhalinergique 
hypothalamo-septal a son équivalent chez le rat (Onteniente et coll, 1989 ; 
Sakanaka et Magari, 1989), mais les neurones d'origine ne sont pas regroupés 
en un noyau distinct, ils sont disséminés dans la région périfornicale. 

De nombreux neurones de la région prémammillaire se projettent 
également vers le SL (Staiger et Nürnberger, 1989). La dense innervation 
provenant de l'aire prémammillaire et se terminant sur les deux tiers des 
neurones du SLv caudal, mais également sur des neurones du SLi, a été 
récemment redéfinie par Canteras et coll (1992b). 

Les fibres d'origine thalamique gagnent le SL via le faisceau médian du 
télencéphale. L'innervation du SL par le thalamus est faible. Quelques fibres 
provenant des noyaux reuniens, paraténial et paraventriculaire se terminent 
dans le SL (Raisman, 1966 ; Swanson et Cowan, 1979 ; Luiten et coll, 1982 ; 
Staiger et Nürnberger, 1989). 

Mésencéphale : les neurones du SL sont également contactés par des 
fibres provenant de plusieurs régions du mésencéphale, et en particulier de 
l'aire ventrale tegmentale (Lindvall, 1975 ; Moore, 1978 ; Costa et coll, 1983 ; 
Staiger et Nürnberger, 1989). 

Rhombencéphale : des connexions entre les fibres provenant du noyau 
du raphé (dorsal et médian) et du locus coeruleus et les neurones du SL ont été 
décrites par Fuxe (1965), Conrad et coll (1974), Lindvall (1975), Lindvall et 
Stenevi (1978), Moore (1978), Costa et coll (1983), Staiger et Nürnberger 
(1989). 

2.2) Efférences du SL 

Le SL établit des connexions directes avec le télencéphale, le 
diencéphale, le mésenc~phale et le métencéphale (figure 2B). Les références 
citées ci-après concernent également des études réalisées chez le rat, sauf celles 
de Staiger et Nümberger (1991a, b), réalisées chez le cobaye. 

Les fibres efférentes quittent le SL par trois voies différentes : un 
groupe de fibres traverse les parties horizontale et verticale des bdB pour 
atteindre le faisceau médian du télencéphale; un autre groupe contourne le 
fornix précommissural au niveau du septum caudal pour se terminer dans les 
corps mammillaires ; enfin le dernier groupe de fibres, dont la distribution est 
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un peu plus diffuse, s'arrange dans l'aire périventriculaire (Staiger et 
Nümberger, 1991a). 

Télencéphale : le SL entretient de nombreuses relations avec diverses 
régions du télencéphale. La plus importante est sans conteste la relation septo
hippocampique, bien décrite par Raisman (1966) et Swanson et Cowan (1977, 
1979). Ces auteurs soulignent le fait que le SLd et la partie dorsale du SLi se 
projettent vers le complexe SM/bdB, tandis que la partie ventrale du SLi et le 
SLv se projettent plutôt vers l'hypothalamus antérieur et médian. Comme le 
SL, nous l'avons vu, reçoit les projections de l'hippocampe et qu'en retour, les 
neurones du complexe SM/bdB se projettent vers l'hippocampe, le SL serait de 
la sorte impliqué dans une boucle septo-hippocampo-septale. Du fait de sa 
relation privilégiée avec l'hippocampe, comme l'ont détaillé Swanson et Cowan 
(1977, 1979), le SLd a fait l'objet de nombreuses études visant à déterminer 
précisément ses relations avec le complexe SM/bdB. Des études 
neuroanatomiques récentes (Staiger et Nümberger, 1991b ; Leranth et coll, 
1992 ; Witter et coll, 1992) ont montré que les neurones du SLd se projettent 
massivement vers ·la partie verticale des bdB, alors qu'ils n'innervent que 
faiblement les neurones du SM. De plus, Staiger et Nümberger (1991b) ont 
souligné l'existence d'une connexion directe entre le SL et certaines régions de 
l'hippocampe (champs CAl, CA3, subiculum). 

En résumé, le circuit septo-hippocampo-septal peut être défini comme 
suit (figure 3) : 

Les neurones pyramidaux de l'hippocampe, situés dans les cornes 
d'Ammon, se terminent sur des neurones GABAergiques et des neurones non 
identifiés du SL. Les neurones du SL, plus particulièrement du SLd, se 
projettent principalement vers la partie verticale des bdB et accessoirement 
vers le SM. Le retour vers l'hippocampe est assuré par des neurones 
cholinergiques et GABAergiques du complexe SM/bdB : ces neurones se 
projettent sur des cellules pyramidales et des intemeurones localisés dans les 
champs CA2, CA3, CA4 de l'hippocampe (Hagino et Yamaoka, 1976 ; 
Swanson et Cowan, 1979 ; Amaral et Kurz, 1985 ; Freund et Antal, 1988 ; 
Leranth et Frotcher, 1989 ; Kiss et coll, 1990 ; Stewart et Fox, 1990a b). 

Le SL est également connecté avec d'autres régions du télencéphale telles 
que le cortex cingulaire, le cortex infralimbique, le tubercule olfactif, 
l'amygdale, en particulier le noyau médian de l'amygdale (Leranth et coll, 
1992), le NLST (Raisman, 1966, Staiger et Nümberger, 1991b). 
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Diencéphale : les relations entre le SL et l'hypothalamus sont bien 
décrites et ont également fait l'objet de nombreuses études (Meibach et Siegel, 
1977 ; Saper et coll, 1978 ; Garris, 1979 ; Berk et Finkelstein, 1981 ; Simerly 
et Swanson, 1986 ; Staiger et Nümberger, 1991a ; Leranth et coll, 1992). Les 
neurones du SL se projettent massivement vers l'aire préoptique. Leranth et 

. coll (1992) ont récemment souligné l'orientation préférentielle des fibres 
issues du SLi et du SLv vers les aires préoptiques latérale et médiale. Les 
neurones du SL innervent également le noyau périventriculaire 
hypothalamique, l'hypothalamus latéral, antérieur et dorsal. Quelques fibres 
sont également observées à proximité des noyaux paraventriculaire, 
supraoptique (Tribollet et Dreifuss, 1981 ; Sawchenko et Swanson, 1983 ; 
Oldfield et Silverman, 1985 ; Oldfield et coll, 1985 ; Tribollet et coll, 1985 ; 
Anderson et coll, 1990 ; Roland et Sawchenko, 1993) et suprachiasmatique 
(Watts et Swanson, 1987 ; Staiger et Nümberger, 1991a) ; d'autres entourent 
le noyau ventromédian. Enfin, le SL se projette de manière dense vers la 
région mammillaire (Wouterlood et coll, 1988) et la région du noyau 
tubéromammillaire (Ericson et coll, 1991 ). 

Quelques fibres en provenance du SL sont également observées dans des 
noyaux du thalamus (noyau paraventriculaire, noyau paratoenial, noyau 
reuniens) via le faisceau médian du télencéphale (Raisman, 1966). 

Mésencéphale-Métencéphale : par rapport à l'abondance des fibres 
issues du SL qui se projettent vers l'hypothalamus, les fibres destinées au 
mésencéphale et au métencéphale sont beaucoup plus rares. Quelques fibres 
sont observées dans la substance grise périaqueducale (Staiger et Nümberger, 
1991b). D'autres sont également trouvées dans l'aire ventrale tegmentale, dans 
la substance noire, le noyau linéaire réticulé, le noyau interfasciculaire, et le 
noyau entopédonculaire. Les noyaux du raphé ne sont innervés que par de 
rares fibres (Marcinkiewicz et coll, 1989 ; Staiger et Nümberger, 1991b). 

II. Rôles du septum latéral 

Comme cela a été rapporté dans le paragraphe précédent, le SL fait 
office de relais dans deux réseaux neuronaux fondamentaux. D'une part, le SL 
est intégré dans un circuit de rétroaction septo-hippocampo-septal. D'autre 
part, il relie l'hippocampe et l'axe préoptico-hypothalamo-mésencéphalique. 
Les relations qu'entretient le SL avec les centres télencéphaliques supérieurs et 
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le diencéphale le placent à l'interface des processus comportementaux et 
motivationnels et des mécanismes de contrôle endocriniens. 

Les rôles du SL, détaillés ci-après, ont été appréhendés, sauf indication 
contraire, chez le rat. 

1 - Rôle du SL dans les processus de mémorisation et 
d'apprentissage 

Alors que les données neuroanatomiques montrent bien l'existence d'un 
circuit septo-hippocampo-septal, il n'existe pas de données précises suggérant 
un rôle effectif de cette boucle de régulation. Cependant, il est supposé que 
cette boucle est impliquée dans les processus de mémorisation et 
d'apprentissage. 

1.1) Rythme théta 

Plusieurs hypothèses suggèrent l'intervention du septum dans la 
maintenance et/ou la régulation de la fréquence du rythme théta. L'hippocampe 
est considéré comme le générateur du rythme théta, qui est l'un des signaux de 
forte amplitude observé sur l'électroencéphalogramme lors de certains types 
de comportements. Le rythme théta est à associer aux processus de 
mémorisation et à la fonction d'apprentissage. Il semblerait que les neurones 
cholinergiques et GABAergiques du complexe SM/bdB, par leur activité 
rythmique (Bland et Bland, 1986), entraîneraient le rythme théta grâce aux 
connexions des neurones cholinergiques du complexe SM/bdB avec les cellules 
pyramidales et aux connexions des neurones cholinergiques et GABAergiques 
du complexe SM/bdB avec les interneurones de l'hippocampe (Stewart et Fox, 
1990b ). Le complexe SM/bdB serait en quelque sorte le "pace-maker" du 
rythme théta (Stewart et Fox, 1990b), bien que ce concept tende à être remis 
en cause et impliquerait la région prémammillaire (Krik et Naughton, 1991). 
Tout comme les cellules du SM/bdB, certaines cellules du SL ont des décharges 
en phase avec le rythme théta ; la signification fonctionnelle de ce rythme de 
décharge lent reste cependant à démontrer (Stewart et Fox, 1990a). 

1.2) Potentialisation à long terme 

Les neurones du SL présentent certaines particularités 
électrophysiologiques renforçant l'hypothèse de leur participation dans les 
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processus complexes de mémorisation. Diverses équipes (Racine et coll, 1983 ; 
Van den Hoof et coll, 1989a ; Stevens et Cotman, 1991 ; Garcia et Jaffard, 
1992 ; Zheng et Gallagher, 1992) ont montré qu'une potentialisation à long 
terme peut être induite dans le SLd. La potentialisation à long terme est un 
phénomène bien décrit consistant en une augmentation soutenue de l'efficacité 
synaptique induite par des stimulations électriques de haute fréquence (Bliss et 
Lomo, 1973). Ce phénomène, qui est considéré comme le meilleur corrélat 
neurobiologique de la mémoire (Malinow et Tsien, 1990), est particulièrement 
bien étudié dans l'hippocampe, l'enjeu étant la détermination de sa nature pré
ou post-synaptique. Les travaux se concentrent surtout sur les courants 
membranaires associés aux récepteurs glutamatergiques (NMDA et non 
NMDA), lors d'une activation synaptique normale ou après potentialisation à 
long terme, ainsi qu'aux canaux calciques voltage-dépendants. Les récents 
travaux de Zheng et Gallagher (1992) indiquent que l'activation des récepteurs 
post-synaptiques du glutamate est nécessaire et suffisante pour induire la 
potentialisation à long terme dans le SLd. 

Comme nous l'avons détaillé précédemment, les neurones du SL 
recoivent une innervation hippocampique provenant de neurones localisés dans 
la come d'Ammon (champs CAl, CA2, CA3) et dans le subiculum, via la 
fimbria-fomix. La majorité des neurones hippocampiques qui fournissent 
l'innervation du SL proviennent en majorité du champ CA3. Cette projection 
prend son origine dans les collatérales axoniques des neurones CA3, qui 
contribuent également à la projection de Schaffer, reliant les champs CA3-CA1 
(Lorente de No, 1934 ; Andersen et coll; 1966 ; Swanson et coll, 1980). 
Comme la transmission de l'information dans ce système de collatérales de 
Schaffer s'effectue par un acide aminé excitateur (Storm-Mathisen, 1977 ; 
Nadler et coll, 1978 ; Collingridge et coll, 1983), il est proposé que le même 
acide aminé excitateur soit responsable de la transmission monosynaptique de 
l'information de l'hippocampe vers le SL (De France et coll, 1976 ; Storrn
Mathisen et Woxen-Opsahl, 1978 ; Joëls et Urban, 1984a, b ; Storm-Mathisen 
et Ottersen, 1984 ). Le neurotransmetteur impliqué dans la relation 
hippocampo-septale est le glutamate (Storm-Mathisen et Woxen-Opsahl, 1978 ; 
Zaczek et coll, 1979 ; Walaas et Fonnum, 1980 ; Joëls et Urban, 1984a, b ; 
Stevens et Cotman, 1986 ; Jaskiw et coll, 1991) et il agit sur des récepteurs 
NMDA et des récepteurs non-NMDA présents sur des neurones et des 
intemeurones inhibiteurs du SL (Gallagher et Hasuo, 1989a, b ; Van den Roof 
et coll, 1989a ; Rogers et coll, 1991 ; Garcia et Jaffard, 1992 ; Zheng et 
Gallagher, 1992). 
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Donc, par ses afférences glutamatergiques en provenance de 
l'hippocampe et une transmission synaptique capable de potentialisation à long 
terme, le SL pourrait jouer un rôle crucial dans les processus de mémorisation 
et dans les fonctions comportementales impliquant ce processus (Numan et 
Quaranta, 1990). 

2 - Rôle du SL dans l'émotivité et l'agressivité 

La réalisation de lésions dans la région septale a permis de mettre en 
évidence les nombreuses implications de cette structure dans divers 
comportements d'ordre émotionnel (Grossman, 1976). En raison de la 
réciprocité étroite entre le SL et l'hippocampe, il apparaît difficile de 
distinguer laquelle de ces structures est à l'origine d'un comportement 
particulier. La revue de Gray et Mc Naughton (1983) montre toutefois qu'en 
plus d'un syndrome "septo-hippocampique", qui se manifeste indifféremment 
lors de la lésion du SL ou de l'hippocampe, il existe des syndromes spécifiques 
propres à chacune des régions. Alors que l'hippocampe, par l'existence du 
rythme théta, est directement impliqué dans les fonctions de mémorisation et 
d'apprentissage, le SL pourrait intervenir en leur attribuant une composante 
émotionnelle (Thomas, 1988). La théorie de Gray (1982) indique que la boucle 
septo-hippocampique comporte un système inhibiteur du comportement, dont 
l'activité régule l'anxiété. Diverses approches expérimentales ont mis en 
évidence le rôle propre du SL dans l'émotion et plus particulièrement dans les 
états anxieux (revue dans Yadin et coll, 1993). Ainsi, les enregistrements 
d'activités cellulaires unitaires ou multiples de neurones du SL, obtenus 
pendant l'étape de conditionnement de l'animal, sont étroitement corrélés à son 
état émotionnel (Thomas et Yadin, 1987 ; Yadin et Thomas, 1981). De plus, 
des substances ayant une action anxiolytique peuvent moduler l'activité des 
neurones du SL via des récepteurs aux benzodiazépines, particulièrement 
nombreux dans cette région (Squirres, 1977). L'effet des anxiolytiques dans le 
SL est semblable à celui provoqué par une stimulation électrique ; il entraîne 
une réduction, voire une suppression des états de peur, de crainte et d'anxiété 
(Yadin et coll, 1993 ; Thomas et coll, 1991 ; Thomas, 1988). La régulation des 
états émotionnels liés à l'anxiété peut avoir des conséquences majeures car elle 
participe directement ou indirectement à l'acquisition d'autres comportements. 
Ainsi, le SL intervient dans des comportements liés à la reproduction, où 
l'influence des états émotionnels est prépondérante. 
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Par ailleurs, l'influence du SL dans les comportements affectifs et 
agressifs est connue depuis longtemps et a été étudiée chez différentes espèces. 
ll est bien établi que des lésions du SL mènent à un état d'hyperactivité (Albert 
et Richmond, 1976 ; Brutus et coll, 1984, chez le chat) associé aux 
comportements agressifs et défensifs (Miczek et Grossman, 1972 ; Blanchard 
et coll, 1977). Pour ces types de comportement, les relations entre le SL et 
l'hypothalamus semblent essentielles (Stoddard-Apter et Mc Donnel, 1983 ; 
Ferris et coll, 1990). Des travaux récents (Koolhaas et coll, 1991 ; Compaan et 
coll, 1993) ont souligné l'importance de l'innervation vasopressinergique du 
SL sur le comportement agressif du rat et de la souris. Chez le hamster mâle, 
un comportement particulier, mettant en jeu une forme de communication 
olfactive par des sécrétions des glandes du flanc, est commandé par le SL 
(Ferris et coll, 1990). Ce comportement apparaît plus particulièrement lors 
d'échanges agressifs entre congénères et est exacerbé lors de microinjections 
de vasopressine dans le NLST/SL. 

3 - Rôle du SL dans les processus psychoneuroendocrines 

Les destructions sélectives de populations cellulaires du SL, à l'aide de 
différentes neurotoxines (travaux réalisés par l'équipe de Nance), ont permis 
de mieux appréhender son rôle dans la modulation de certains processus 
psychoneuroendocrines. Ces processus complexes demandent la synergie de 
systèmes endocrines et autonomes. Ils sont le résultat d'interactions entre les 
événements endocrines et les situations environnementales, sociales et 
psychologiques. Parmi les processus psychoneuroendocrines dans lesquels le 
SL est directement impliqué, il faut citer ceux liés au comportement de lordose 
et au comportement alimentaire. Ces deux comportements sont dépendants des 
hormones stéroïdes sexuelles. 

3.1) Comportement de lordose 

Il est classiquement établi que des lésions électrolytiques du SL chez des 
rattes engendrent une facilitation du comportement de lordose (Nance et coll, 
197 4, 1977). En effet, la destruction du SL, ou l'interruption de ses voies 
descendantes, réduisent la quantité d'oestradiol nécessaire pour une réponse 
maximale du comportement de lordose (Nance et coll, 1975 ; Nance, 1983, 
Yamanouchi et Arai, 1990 ; Sakuma, 1992). Le SL est donc à l'origine de la 
plus forte influence inhibitrice qui s'exerce sur ce comportement. Cependant, 

- 11-



les travaux de Nance (1983) et de King et Nance (1985, 1986a) ont clairement 
montré que l'influence du SL est plus complexe. Il serait à la fois impliqué 
dans un contrôle inhibiteur et dans un contrôle facilitateur du comportement 
sexuel de la femelle. Il est donc probable que le comportement de lordose soit 
régulé par au moins deux systèmes de contrôle localisés dans le SL, dont 
l'action est indépendante et dont les substrats neuroanatomiques ne sont pas 
encore totalement définis. 

3.2) Comportement alimentaire 

Bien que l'hypothalamus ventromédian soit l'un des sites majeurs de la 
régulation sexuellement dimorphique du comportement de prise de nourriture, 
certains aspects du contrôle neuronal de ce comportement sont également 
régulés par le SL (Nance, 1976 ; King et Nance, 1986b). En effet, la 
destruction du SL par l'acide kaïnique conduit à une augmentation de la prise 
alimentaire et donc à une augmentation du poids (Wetmore et Nance, 1991) et 
de plus, atténue l'effet anorexique des oestrogènes (King et Nance, 1986b). Le 
SL, et plus particulièrement le SLi et le SLv, pourrait réguler les effets des 
oestrogènes sur le comportement de prise de nourriture par des connexions 
directes ou indirectes avec l'hypothalamus médiobasal (King et Nance, 1985). 

4 - Rôle du SL dans la régulation des fonctions antéhypohysaires 

Les sécrétions antéhypophysaires sont régies par l'intervention de 
facteurs stimulants ou inhibiteurs, de nature principalement peptidergique, qui 
sont libérés dans les capillaires perméables de l'éminence médiane. Ces 
facteurs sont sécrétés par des neurones parvicellulaires dispersés dans le 
complexe SM/bdB, l'aire préoptique et l'hypothalamus. Ces neurones peuvent 
subir l'influence du SL par l'intermédiaire de relations neuroanatomiques 
directes ou indirectes, qui ne sont pas encore parfaitement élucidées. 

Les relations que le SL entretient avec les neurones localisés dans les 
noyaux paraventriculaires hypothalamiques, ainsi qu'avec les neurones du 
noyau périventriculaire hypothalamique (Staiger et Nürnberger, 1991a), 
l'impliquent dans la régulation de la libération de CRF et de somatostatine 
(Saphier et Fellman, 1987 ; Herman et coll, 1992). Cela expliquerait le rôle 
modulateur joué par le SL dans la sécrétion d'ACTH et sur le stress (Seggie et 
Brown, 1971, 1976; Seggie et coll, 1973). 
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Par ses relations avec l'hypothalamus médiobasal, le SL interviendrait 
dans la régulation de la sécrétion de GHRH et donc dans celle de GH (Borer et 
coll, 1977), fait qui peut être mis en rapport avec son rôle déjà signalé dans la 
prise de poids. 

Il est établi (Flerko, 1966) que les structures limbiques, amygdale et 
hippocampe, exercent des actions contraires de stimulation et d'inhibition sur 
la sécrétion des hormones gonadotropes. Le SL, par ses relations privilégiées 
avec l'hippocampe et par ses projections descendantes, constitue un relais pour 
recevoir et amplifier les influences hippocampiques inhibitrices et pour les 
transférer au complexe SM/bdB et à l'aire préoptique (Hagino et Yamaoka, 
1976). Or, ces deux régions renferment les neurones synthétisant la LHRH, 
chez le cobaye (Barry et coll, 1973) et chez le rat (Merchenthaler et coll, 
1984 ). De plus, l'aire préoptique est le· siège de la rétroaction des hormones 
gonadiques. Il y a été montré, chez le cobaye, une colocalisation des récepteurs 
à la progestérone et aux oestrogènes (Warembourg, 1989). Cette région 
contient les structures à l'origine des mécanismes assurant le déclenchement du 
pic ovulatoire de LH (Everett, 1965). Le SL, à côté de l'aire préoptique et de 
l'hippocampe, est également une structure sensible à la rétroaction des 
hormones stéroidiennes gonadiques agissant en synergie au moment de 
l'ovulation (Kawakami et coll, 1978). Bien que l'ovulation ne soit pas 
supprimée si l'aire préoptique est privée de ses afférences septales (Taleisnik et 
coll, 1970), le rôle du SL dans la fonction LH est reconnu depuis longtemps 
(Hagino et coll, 1977 ; Kalra, 1986 ; Halaz et coll, 1989). En particulier, la 
lésion du SL altère la cyclicité vaginale et augmente l'hypertrophie 
compensatoire ovarienne chez la ratte (Nance, 1983 ; King et Nance, 1986a). 

5 - Rôle du SL dans la régulation des fonctions posthypophysaires 

Les sécrétions posthypophysaires, vasopressine et ocytocine, sont issues 
de neurones magnocellulaires hypothalamiques localisés dans les limites des 
noyaux supraoptiques et paraventriculaires. Bien que les connexions 
neuroanatomiques entre le SL et les neurones synthétisant la vasopressine et 
l'ocytocine ne sont pas encore clairement identifiés - le SL innerve 
principalement la périphérie des noyaux magnocellulaires - des arguments 
électrophysiologiques montrent l'intervention du SL dans l'activité électrique 
de ces neurones (Poulain et coll, 1980, 1981 ; Cirino et Renaud, 1985). 
D'autre part, certains neurones du SLml, sensibles à l'ocytocine, montrent une 
activité électrique en relation avec celle des neurones à ocytocine (Moos et 
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coll, 1991 ; Lambert et coll, 1993). Ces résultats suggèrent fortement 
l'intervention du SL dans les mécanismes dépendants de l'ocytocine, en 
particulier au cours du réflexe d'éjection du lait lors de la têtée (Lebrun et 
Poulain, 1982; Neuman et Landgraf, 1989). Bien qu'une telle intervention soit 
indéniable, il est acquis que le SL n'est pas une structure essentielle pour le 
déclenchement et le maintien du réflexe d'éjection du lait (Lebrun et coll, 
1983). 

6 - Rôle du SL dans le contrôle d'autres fonctions 

Le SL contribue également au contrôle central du système immunitaire 
(Wetmore et Nance, 1991). En effet, les lésions du SL par l'acide kainique 
provoquent une suppression de l'immunité humorale chez des rattes (Wetmore 
et Nance, 1991). Ces altérations de la fonction immunitaire sont souvent 
accompagnées de variations dans les taux d'hormones stéroïdes sexuelles 
(Grossman, 1984 ; Visilakis et coll, 1974). Les mécanismes selon lesquels les 
hormones sexuelles influencent l'immunité ne sont pas encore parfaitement 
élucidés. 

Enfin, le SL contrôle des fonctions autonomes telles que la fièvre (Stuart 
et coll, 1961 ; Brück et Zeisberger, 1987 ; Cooper, 1987), les processus 
thermophysiologiques impliqués dans l'hibernation (Lee et coll, 1989) et la 
réponse cardiovasculaire (Calaresu et coll, 1976). 

En conclusion, cette brève analyse des fonctions du SL révèle que : 
-le SL est directement relié à l'expérience émotionnelle par ses 

rapports avec l'hippocampe; 
-le SL est étroitement corrélé à l'état fonctionnel de 

l'hypothalamus ; 
-le SL intervient comme un élément d'intercommunications entre 

plusieurs systèmes : 
- en apportant une dominante émotionnelle et/ou agressive dans différents 
comportements, 
- en jouant un rôle pivot dans l'interdépendance d'événements internes, 
environnementaux, psychologiques et neuroendocrines, 
- en intervenant à la fois dans les processus psychoneuroendocrines et dans les 
mécanismes immunitaires, deux systèmes en très forte interaction ; 
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-la plupart des systèmes placés sous l'influence du SL sont modulés 
par les stéroïdes sexuels. 
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Objectifs 



Les implications du SL dans diverses fonctions sont étroitement 
dépendantes de la nature de ses afférences, des propriétés électriques de 
ses neurones ainsi que de leur nature chimique. 

Au sein du SL, la subdivision apportée par Jakab et Leranth (1990a), le 
SLml, doit retenir toute l'attention. Chez le rat, le SLml est défini par la 
présence d'une population neuronale, représentant 20% de la population totale, 
caractérisée par la présence d'épines somatiques. Ces neurones sont la cible 
privilégiée des afférences glutamatergiques provenant de l'hippocampe (Jakab 
et Leranth, 1990a). Ces mêmes neurones reçoivent la convergence de multiples 
afférences de nature chimique définie (Jakab et Leranth, 1990b ; Jakab et 
Leranth, 1991; Jakab et coll, 1991a ; Jakab et Leranth, 1993). En plus de ces 
afférences, le SLml, chez le rat et le cobaye, fait partie des régions du SL qui 
sont richement innervées par le tractus enképhalinergique hypothalamo-septal. 
Chez le rat, la plupart des neurones à épines somatiques sont GABAergiques 
(Jakab et Leranth, 1990b) et sont immunoréactifs pour la calbindin-D28K 
(CaBP : Jakab et coll, 1991b). Parmi les études neuroanatomiques 
précédemment citées, concernant les projections efférentes du SL chez le rat et 
le cobaye, celles qui intéressent précisemént le SLml, ainsi que des études 
réalisées récemment au laboratoire chez le cobaye (Varoqueaux, 1991), 
montrent que le SLml établit des relations privilégiées directes avec les 
régions hypothalamiques impliquées dans le contrôle des fonctions 
neuroendocrines. 

Il apparaît donc (figure 4) que le SLml constitue une région 
déterminante par : 
1) ses afférences glutamatergiques provenant de l'hippocampe ; 
2) ses afférences de nature diverse convergeant vers les neurones 
innervés par les fibres hippocampiques ; 
3) ses afférences enképhalinergiques provenant de 1 'hypothalamus ; 
4) ses efférences principalement dirigées vers l'hypothalamus, 
l'impliquant dans de probables régulations neuroendocrines. 

L'ensemble de ces données suggère fortement le rôle intégrateur que 
peuvent jouer les neurones du SLml au sein du complexe hippocampo-septo
hypothalamique. lls sont au premier plan pour jouer un rôle de modulation des 
informations provenant de l'hippocampe et d'autres régions du cerveau et un 
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Figure 4 : Principales connexions du SLml soulignant son rôle intégrateur dans le complexe 
hippocampo-septo-hypothalamique. 



rôle de transfert de ces informations vers les aires à potentialité 
neuroendocrines. 

Le but principal de ce travail est d'étudier les neurones du SLml chez le 
cobaye. Le choix de l'espèce répond à deux exigences. D'abord et surtout, le 
cobaye est l'animal choisi au laboratoire pour étudier le fonctionnement et le 
rôle du tractus enképhalinergique hypothalamo-septal. Dans cette espèce, le 
NMD, qui est à l'origine du tractus, présente un aspect compact qui se prête à 
des recherches de tous ordres. Ensuite, l'expérience acquise au laboratoire a 
prouvé que les enregistrements électrophysiologiques in vitro sur tranches de 
cerveau, qui sont à la base d'une partie du travail, étaient facilités par 
l'utilisation de cette espèce. 

Les questions posées allaient dans deux directions : 

Sur le plan morphologique, il n'existait pas de description 
immunocytochimique détaillée permettant de vérifier si le SL du cobaye 
recevait les mêmes afférences que celles décrites chez le rat. D'autre part, il 
était intéressant de préciser, chez le cobaye, la distribution de la CaBP et 
d'autres substances telles que la parvalbumine (PV) et la NADPH-diaphorase 
(ND), dont l'étude dans le système nerveux central se développe depuis peu, 
étant donné l'action neuroprotectrice qu'elles exercent. 

Sur le plan électrophysiologique, .les données concernant les propriétés 
membranaires de base et les types de décharge des neurones du SLml étaient 
quasiment inexistantes. Il n'existait pas d'études qui permettent de relier la 
physiologie du neurone à sa morphologie, à son innervation préférentielle, à 
son contenu immunocytochimique. 

Pour cela, les buts du présent travail ont été de réaliser chez le cobaye : 

1) une étude descriptive de la nature chimique des afférences du SLml 
et du contenu en substances neuroprotectrices de ses neurones. Pour cela, des 
techniques de simple et double marquages immunocytochimiques et 
histochimiques ont été réalisées. Les résultats de cette étude sont 
rapportés et discutés dans le chapitre 1. 
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2) une étude morpho-fonctionnelle associant l'étude détaillée des 
propriétés électrophysiologigues des neurones du SLml et l'étude de leurs 
caractéristiques morphologiques. Pour répondre à ce deuxième point, la 
technique des tranches de SL maintenues in vitro a été utilisée. L'accessibilité 
et la stabilité des préparations a permis d'effectuer des enregistrements des 
neurones en intracellulaire, suivis d'injections intracellulaires de marqueurs, 
avant de soumettre les neurones à divers protocoles immunocytochimiques. 
Les résultats de ce travail sont présentés et discutés dans le 
chapitre II. 

- 18-



Matériel et Méthodes 



I. Sujets expérimentaux 

Les expériences ont été menées sur des cobayes femelles tricolores 
(Cavia porcellus L.) provenant de l'élevage Cob Labo Cap (Yffiniac, 
FRANCE). Dans l'animalerie, les animaux sont soumis à un rythme 
d'éclairement de 12h/12h, à une température de 18°-20° Cet ont libre accès à 
la nourriture et à la boisson. 

II. Techniques immunocytochimiques et 
histochimiques 

1 - Techniques histologiques 

1.1) Anesthésie et fixation 

Des cobayes adultes de 350 à 400 g ont été utilisés. Après une anesthésie 
avec un mélange de Rompun/Xylazine (Bayer, 0,2 ml/kg} et de Kétamine 
(Kétalar 50, Parke Davis, 20 mg/kg), le cerveau est fixé par injection 
intracardiaque d'une solution de fixateur. 

L'animal est placé en décubitus dorsal. Après avoir ouvert la cage 
thoracique, le coeur est délicatement dégagé du péricarde. Une incision est 
effectuée à la pointe du ventricule gauche ainsi qu'à l'oreillette droite pour 
permettre l'évacuation du sang. Puis une canule est enfoncée profondément 
dans le ventricule, jusqu'à ce que son extrémité atteigne la lumière aortique. 
Avant le passage du fixateur, le système circulatoire de l'animal est lavé par 
200 ml de solution physiologique (Na Cl 0,9%) contenant de l'héparine. Ce 
lavage élimine le sang des vaisseaux irriguant le cerveau. Cinq cents ml de 
fixateur sont ensuite injectés pendant 30 min. Le fixateur utilisé est le PAF 
(Paraformaldehyde Picric Acid, Stefanini et coll, 1967) préparé comme suit : 

* 20 g de paraformaldéhyde : PFA (Merck) sont ajoutés à 150 ml d'acide picrique 

saturé à 60°C et le précipité est dissous par l'adjonction de NaOH lN. 

*le mélange est complété à 1 litre par du tampon phosphate O,lM, pH 7,4 (TP). La 

concentration fmale de PFA est de 2%. 
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Dès que la perfusion est terminée, l'animal est décapité et le cerveau 
délicatement disséqué. La région septale est isolée par deux sections 
transversales effectuées à main levée, éliminant ainsi les bulbes olfactifs, le 
cervelet et le tronc cérébral. 

Les blocs de cerveau sont ensuite post-fixés 2 h par immersion dans le 
même fixateur à 4 °C, puis lavés pendant 24 h dans plusieurs bains de tampon 
Coons contenant 20% de saccharose. 
Le tampon Coons (pH 7,2) est composé de Véronal sodique (4g), NaCl (17g), 
HCl lN (70 ml), azide de sodium (1,25g), dissous dans 11 d'eau distillée. La 
solution est diluée de moitié au moment de l'emploi. 

1.2) Inclusion et congélation 

Les blocs de cerveau sont ensuite déposés dans une petite boite 
confectionnée par pliage d'une feuille d'aluminium, puis enrobés dans du 
Tissue-Tek (Miles Laboratories, Naperville, Illinois). L'ensemble est plongé 
dans du méthyl-2-butane (Merck, Darmstadt, Allemagne) refroidi à -160°C 
par l'azote liquide. Les blocs congelés sont ensuite stockés à -80°C. 

1.3) Confection et conservation des coupes 

Les blocs de tissu sont débités en coupes de 12 J.lm à l'aide d'un cryostat 
(Reichert-Jung, 2800 Frigocut). Ces coupes sont collées sur des lames traitées 
à la gélatine-alun de chrome. 
La réalisation des lames gélatinées s'effectue selon le protocole suivant : 

* les lames sont trempées dans de l'eau tiède contenant un détergent tel que le RBS 

(2%) pendant une nuit. 

* après un lavage à l'eau courante pendant 2 à 4 h, les lames sont trempées 2 à 3 min 

dans le milieu gélatiné. Ce milieu est formé d'un litre d'eau distillée portée à 90°C dans laquelle 

2g d'alun chrome et 6g de gélatine sont dissous. Le mélange est porté à ébullition sous 

agitation, puis filtré et refroidi jusqu'à 60-70°C avant utilisation. 

* les lames sont mises à sécher à l'étuve (37°C), puis sont conservées en chambre 

froide. 

Des coupes adjacentes sont récupérées sur des lames réparties en 10 
séries. Comme toutes les séries ne sont pas traitées le même jour, les 
différentes séries sont emballées dans du papier aluminium et stockées à -80°C. 
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Ce procédé pennet de conserver les coupes pendant plusieurs mois sans altérer 
l'immunoréactivité. 

Des coupes de 25 ~rn ont été également réalisées au cryotome 
(microtome Leitz 1300 et Kryomat Leitz 1700) 

2 - Réactions immunocytochimiques 

2.1) Principe 

Les anticorps utilisés sont soit des anticorps du commerce, soit des 
anticorps fabriqués par le Dr G. Tramu (tableau 1). Les immunsérums 
spécifiques utilisés sont soit polyclonaux et ont été préparés chez le lapin, soit 
monoclonaux et ont été préparés chez la souris. 

La technique indirecte a été utilisée dans notre étude. Cette technique se 
déroule en deux étapes : 
1) application de l'anticorps primaire spécifique de l'antigène tissulaire, 
produit chez le lapin ou la souris; 
2) application en excès de l'anticorps secondaire (chèvre anti-lapin ou chèvre 
anti-souris ). 

Tableau 1 : Origine et dilution des anticorps primaires (P) Anticorps 
Polyclonaux , (M) Anticorps Monoclonaux. 

Anticorps primaires Origine Dilution 

Somatostatine (P) DrTramu 1/300ème 

Neurotensine (P) DrTramu l/800ème 

Tyrosine hydroxylase (P) Institut J. Roy l/800ème 

Vasopressine (P) Dr Czemichow 1/400ème 

Met-enképhaline (P) DrTramu 1/600ème 

Parvalbumine (M) Sigma 1/200ème 

Calbindin-D28K (M) Sigzna 1/lOOème 

GABA (P) DrTramu 1/lOOOème 

Les anticorps secondaires utilisés (tableau 2), sont des fragments Fab 
d'immunoglobulines dirigés contre le fragment Fe de l'anticorps primaire. Les 
anticorps secondaires sont couplés soit à la peroxydase du raifort 
(peroxydase), soit à l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC), soit à la 
tétraméthyl rhodamine isothiocyanate (TRITC). Le FITC produit une 
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fluorescence dans les verts alors que le TRITC produit une fluorescence dans 
les rouges (tableau 3). 

Tableau 2 : Marqueurs, origine et dilution des anticorps secondaires 

Anticorps Marqueurs Origine Dilution 

secondaires utilisés 

F(ab) chèvre an ti 

IgG (H+L) de lapin peroxydase Biosys 1/lOOème 

F(ab')2 chèvre anti 

lgG de souris peroxydase Jackson 1/lOOème 

F(ab')2 chèvre anti 

lgG de lapin TRITC Jackson l/100ème 

F(ab) chèvre anti 

IgG (H+L) de TRITC Pierce 1/100ème 

souris 

F(ab) chèvre anti 

IgG (H+L) de lapin FITC Jackson 1/lOOème 

F(ab')2 chèvre anti 

IgG (H+L) de FITC Jackson 1/100ème 

souris 

Tableau 3 : Caractéristiques des filtres utilisés avec l'Axiophot pour les 
observations en fluorescence. 

Fluorochrome FITC TRITC 

Filtre d'excitation BP 450-490 BP546 

Division chromatique FT 510 FT560 

Filtre d'arrêt BP 515-565 BP 575 640 

2.2) Protocole expérimental 

* Rinçage des coupes de 12 J.lm réalisées au cryostat et collées sur lames 
gélatinées dans du tampon Coons pendant 10 à 15 min à température ambiante. 

* Application de l'anticorps primaire pendant 12 h à température 
ambiante, dans une atmosphère saturée en eau afin d'éviter toute évaporation. 

Les dilutions utilisées différent selon les anticorps primaires et sont 
indiquées dans le tableau 1. 
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Les dilutions sont réalisées dans du tampon Co ons contenant 0,1% de 
sérum albumine bovine: BSA (Sigma) et 0,25% de Triton X-100 (Sigma). 

* Rinçages des lames dans 3 bains de tampon Coons pendant 10 min. 
* Application de l'anticorps secondaire à température ambiante pendant 

90 min. L'anticorps secondaire est dilué au 1/100e dans du tampon Coons. 
* Rinçages des lames dans le même tampon. 
* Révélation de l'anticorps secondaire et montage des lames. Différents 

anticorps secondaires ont été utilisés en fonction des réactions 
immunocytochimiques réalisées (tableau 2). 

Lors de l'utilisation d'anticorps secondaires couplés à la FITC ou au 
TRITC, les lames sont montées dans un mélange constitué de 90 ml de 
glycérine, de 10 ml de TP contenant 0,9% de NaCl (TPS) et de 100 mg de p
phénylènediamine (Sigma, St Louis, MO, USA) selon le protocole de Platt et 
Michael (1983). Ce milieu empêche la rapide extinction de la fluorescence qui 
est observée lorsque la glycérine est employée seule comme milieu de 
montage. 

L'emploi d'anticorps secondaires couplés à la peroxydase nécessite 
l'utilisation d'un tampon Coons modifié pour les rinçages et les dilutions. Le 
tampon Coons normalement utilisé est remplacé par du tampon Coons 
dépourvu d'azide de sodium et contenant 0,05% de Triton X-100. L'azide de 
sodium, utilisé comme antifongique, provoque en effet une baisse considérable 
du marquage peroxydasique. 

Afin de révéler l'activité peroxydasique, trois chromogènes différents 
sont utilisés : la 3, 3'-diaminobenzidine tétra-HCl (DAB), le 4-chloro-1-
naphtol et la 3-amino-9-éthylcarbazole donnant respectivement des précipités 
brun, bleu profond et rouge vif. Le substrat est l'H202. 

- Utilisation de la DAB (Graham et Kamovsky, 1966) -
Cinq mg de DAB (Sigma) sont dissous dans 10 ml de tampon TRIS-HCl, 

0,1 M, pH 7,6 et 10 ~1 d'H202 (30%) sont ajoutés au milieu. Après filtration, 
cette solution est appliquée sur les lames pendant 1 min environ et l'apparition 
du précipité brun est suivie au microscope. La réaction est stoppée dans de 
l'eau distillée. Après déshydratation, les lames sont éclaircies dans le toluène et 
montées dans l'Eukitt (Kinder, Allemagne). 

-Utilisation du 4-chloro-1-naphtol (Nakane. 1968)-
Quatre mg de 4-chloro-1-naphtol (Sigma) sont dissous dans 100 J.!l deN, 

N-diméthylformamide (Merck), ajoutés à 10 ml de tampon TRIS-HCl, 0,1 M, 
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pH 7 ,6. Le précipité floconneux qui se forme est éliminé par filtration. 
L'addition de 10 J.Ll d'H202 (30%) fait apparaître un précipité bleu-violet en 
quelques minutes. Les lames sont ensuite montées dans le mélange glycérine-p
phénylènediamine. 

-Utilisation du 3-amino-9-éthylcarbazole CBoorsma. 1984)-
Quatre mg de 3-amino-9-éthylcarbazole (Sigma) sont dissous dans 100 

J.Ll deN, N-diméthylformamide et ajoutés à 10 ml de tampon acétate de sodium 
0,05 M, pH 5. La solution est filtrée et additionnée de 10 J.Ll d'H202 (30%). 
Après rinçage, les lames sont montées dans le mélange glycérine-p
phénylènediamine. 

Les coupes sont observées à l'aide d'un photomicroscope (Zeiss 
Axiophot) équipé pour l'épifluorescence, puis photographiées (Agfapan 25 ; 
Fujichrome Velvia 50). Les caractéristiques des filtres utilisés pour la 
fluorescence sont reportées dans le tableau 3. 

3 - Mise en évidence de la NADPH-diaphorase 

Les coupes de 25 J.Lm réalisées au cryotome sont préincubées 1 h dans 
une solution de TRIS-HCl, 0,1M, pH 8 contenant 0,1% de Triton X-100. Elles 
sont ensuite incubées 1 à 2 h dans une solution de TRIS-HCl, 0,1M, pH 8 
contenant 0,3% de Triton X-100, 2,2 mM de ND (Sigma) et 0,6 mM de 
nitroblue tetrazolium (Sigma) à température ambiante. La ND réduit le 
nitroblue tetrazolium en un produit de réaction bleu. L'apparition de ce 
précipité sur la coupe est contrôlée sous microscope. Dès que la réaction est 
terminée, les coupes sont rinçées 3 fois 5 min dans du tampon Coons puis 
montées sur lames dans le mélange glycérine-p-phénylènediamine. 
Les coupes sont observées à l'aide de l'Axiophot et photographiées (Agfapan 

25 ; Fujichrome Velvia 50). 

4 - Réactions multiples 

Des doubles et des triples marquages immunocytochimiques ont été 
obtenus sur des coupes de 12 J.Lm réalisées au cryostat. Le protocole de base ne 
diffère pas de celui qui a été décrit précédemment (paragraphe II, 2.2) 
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) 

4.1) Détection simultanée de la calbindin-D28 K et de la met
enképhaline 

La solution d'anticorps primaires est constituée d'un cocktail d'anticorps 
dirigés contre la CaBP et contre la met-enképhaline (tableau 1). Après 
plusieurs rinçages, les coupes sont incubées avec le cocktail d'anticorps 
secondaires suivant : des anticorps secondaires couplés avec le FITC pour 
révéler la CaBP et des anticorps secondaires couplés à la TRITC pour révéler 
la met-enképhaline (tableau 2). 

4.2) Détection simultanée de la NADPH-diaphorase, de la 
calbindin-D28 K et de la met-enképhaline 

Dans un premier temps, l'activité ND est révélée en utilisant la 
technique décrite dans le paragraphe II, 3. Puis, après plusieurs rinçages dans 
du tampon Coons, les coupes sont incubées avec le cocktail d'anticorps 
primaires décrit ci-dessus. Après plusieurs rinçages, les coupes sont incubées 
avec le cocktail d'anticorps secondaires suivant : des anticorps secondaires 
couplés à la peroxydase pour mettre en évidence la CaBP (révélation avec la 
DAB ou avec la 3-amino-9 éthylcarbazole) et des anticorps secondaires 
couplés à la FITC pour visualiser la met-enképhaline. 

4.3) Spécificité des réactions immunocytochimiques 

La spécificité des réactions de double ou triple marquage est vérifiée par 
la réalisation de certains contrôles immunocytochimiques. Ces contrôles 
consistent en : 
- l'omission d'un des anticorps primaires ; 
-l'omission d'un des anticorps secondaires ; 
- l'omission de tous les anticorps primaires ; 
-l'omission de tous les anticorps secondaires ; 
-le remplacement de l'anticorps primaire par du sérum non immun; 
- la suppression du chromogène lors de la révélation histochimique. 

Ces contrôles sont essentiels pour évaluer la spécificité des anticorps 
primaires utilisés et la qualité du marquage immunocytochimique. Ils 
permettent également d'évaluer la qualité des préparations (présence 
d'autofluorescence, activité enzymatique endogène) et d'évaluer la 
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performance des systèmes de détection (détection de marqueurs fluorescents 
libres, de réactions croisées). 

III. Techniques d'imprégnation argentique 

L'imprégnation argentique de neurones du SL a été réalisée sur des 
cerveaux de cobayes femelles adultes (380-400g). Deux techniques 
d'imprégnation ont été choisies. 

1 - Technique de Mac Mullen et Almli (1981) 

C'est une modification de la technique décrite par Ramon Moliner 
(1957). 

Fixation : les animaux anesthésiés sont perfusés en intracardiaque par 
une solution de nitrate de sodium à 1% afin de vidanger le sang et d'induire 
une vasodilatation. Après le passage de 500 ml du fixateur de Golgi, préparé 
extemporanément et décrit ci-après, les cerveaux sont disséqués, la région 
septale est délimitée en un bloc de 10 mm3 environ. 

Les 500 ml du fixateur de Golgi sont constitués du mélange de : 

* 12 g de bichromate de potassium dissous dans 200 ml d'eau distillée, 

* 5 g de chlorate de potassium dissous dans 100 ml d'eau distillée, 

* 30 g d'hydrate de chloral dissous dans 150 ml d'eau distillée, 

* 50 ml de formol du commerce (Merck) contenant 37% de PF A. 

Postfixation : les blocs sont immergés dans le fixateur de Golgi pendant 
24 h, puis transferés, 2 fois 24 h, dans une solution de fixateur de Golgi dans 
laquelle le formol a été remplacé par de l'eau distillée. Le remplacement du 
formol par de l'eau améliore l'imprégnation et réduit le bruit de fond 
(Frontera, 1964). Enfin, les blocs sont transferés dans des bains successifs de 
bichromate de potassium, 6 fois 12 h. 

Imprégnation : les blocs sont placés dans une solution de nitrate d'argent 
1% pendant 14 jours. Puis, les blocs sont débités en coupes de 100 à 150 Jlm à 
l'aide d'un Vibratome (Oxford). Les coupes sont récupérées dans de l'eau 
distillée puis déshydratées dans des bains d'alcool croissant : 70° (30min) ; 95° 
(30min) ; 100° (2 fois 30min). Les coupes sont alors éclaircies dans du toluène 
avant d'être déposées sur lames gélatinées. Elles sont séchées et montées à 
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l'Eukitt. Elles sont observées à l'aide de l'Axiophot et photographiées 
(Agfapan 25). 

2 - Technique de Tokuno (1990) 

. Fixation : après anesthésie, les animaux sont perfusés en intracardiaque 
par une solution de TP contenant 10% de formol du commerce. Des blocs de 
cerveaux contenant le SL sont immergés dans le même fixateur pendant 5 
jours minimum. Le bloc est de nouveau délimité en petits fragments de 3 à 5 
mm d'épaisseur qui sont plongés dans une solution contenant 4 volumes de 
K2Cr207 (3,5%) pour 1 volume de formol du commerce et du Triton X-100 
(0,15%) pendant une journée. Les fragments sont ensuite transférés dans une 
solution ne contenant cette fois que du K2Cr207 (3,5%) et du Triton X-100 
(0,15%) pendant 3 jours, puis dans une solution de K2Cr201 (3,5%) pendant 3 
jours également. 

Imprégnation : après 3 à 4 rinçages dans du nitrate d'argent à 0,75% 
(ces rinçages permettent d'éliminer le dépôt rouge brique qui se forme), les 
fragments sont incubés 2 jours dans une solution identique. Les fragments sont 
alors rinçés dans 6 bains d'alcool à 40° pendant 15 min, puis coupés au 
Vibra tome en sections de 100 J.Lm. Les sections sont déshydratées dans une 
série d'alcools croissants, éclaircies dans du toluène, déposées sur lames 
gélatinées et montées à l'Eukitt. Les lames sont ensuite observées à l'aide de 
l'Axiophot et photographiées (Agfapan 25). 

IV. Techniques électrophysiologiques 

1 - Réalisation des tranches de septum 

Des cobayes femelles de 200 g environ sont décapités sans anesthésie 
préalable. Le cerveau est rapidement disséqué, délimité en un parallélépipède 
contenant le septum, puis immergé quelques minutes dans une solution 
physiologique (Yamamoto, 1973) maintenue à 4°C. La composition de la 
solution est la suivante (en mM) : NaCl, 124 ; KCl, 5 ; CaCh, 2,4 ; NaHC03, 
26 ; KH2P04, 1,24 ; MgS04, 1,3 ; glucose, 10. La solution est saturée par un 
mélange gazeux 95% 02, 5% C02, son pH est alors de 7,2. Le bloc de tissu est 
collé par une goutte de cyanoacrilate sur le support d'un Vibroslice 
(Campden). Des tranches frontales de septum d'une épaisseur de 400 Jlm sont 
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obtenues et transférées dans une cuve d'enregistrement de type "interface" 
(Schwartzkroin et Mathers, 1978). Les tranches y sont maintenues sur un 
morceau de papier filtre entre la solution physiologique qui est perfusée grâce 
à une pompe péristaltique (débit : 2ml/min) et un mélange gazeux (95% 02, 
5% C02), chauffé à 34 oc et humidifié dans la partie inférieure de la cuve. Les 
enregistrements intracellulaires débutent 3 h après la mise en place des 
tranches, temps nécessaire pour obtenir des réponses électrophysiologiques 
satisfaisantes. 

2 - Enregistrements intracellulaires 

2.1) Fabrication des microélectrodes 

Les microélectrodes destinées aux enregistrements intracellulaires sont 
étirées par une étireuse horizontale (Flaming-Brown Micropipette Puller 
Model P-87) à partir de tubes de verre à paroi épaisse (1 mm de diamètre 
extérieur et 0,58 mm de diamètre intérieur) contenant une fibre de verre pour 
faciliter le remplissage (Clark Electromedical). Lorsqu'elles sont remplies de 
KCl 3M ou d'acétate de potassium 3M, la résistance de ces microélectrodes est 
de 60-80 Mn. 

2.2) Appareillage électrophysiologique 

L'activité électrique des cellules du SL a été exammee selon les 
techniques standard de dérivation intracellulaire en courant imposé. La région 
de la tranche à étudier est repérée sous loupe binoculaire, puis les 
microélectrodes sont approchées à l'aide d'un micromanipulateur manuel (La 
précision Cinématographique) et sont descendues dans la tranche par pas 
successifs de 2 J.Lm à l'aide d'un micromanipulateur électronique (Heidelberg 
Nano-stepper). Les microélectrodes sont reliées à un amplificateur Axoclamp 
2A (Axon Instruments). Au moment où une microélectrode pénétre dans une 
cellule, la valeur du potentiel de membrane est appréciée sur l'oscilloscope 
(Gould 1602). La résistance de la microélectrode est mesurée puis annulée 
grâce au pont de Wheastone de l'amplificateur, pendant l'application 
d'impulsions rectangulaires de courant à travers la microélectrode 
(programmateur Digitimer et stimulateurs isolés Deviees). Le potentiel de 
membrane est ensuite enregistré en permanence sur le papier d'un 
enregistreur Gould 1600. Sa valeur est vérifiée sur le même enregistreur au 
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moment où l'électrode est retirée de la cellule. Les réponses évoquées par 
l'application intracellulaire d'impulsions rectangulaires de courant sont 
observées sur l'oscilloscope et enregistrées sur bande magnétique grâce à un 
enregistreur analogique (Ampex 2200) ou digital (Digidata Biologie). 

2.3) Application de substances 

Afin d'étudier la spécificité des canaux ioniques mis en jeu lors de la 
réponse cellulaire à des chocs dépolarisants ou hyperpolarisants, plusieurs 
substances pharmacologiques ont été essayées. Ces substances sont dissoutes 
dans le milieu de perfusion. L'effet de la substance n'est pas immédiat, il est 
couramment observé avec un délai de 10 min environ. Ce délai correspond 
d'une part au volume mort du dispositif de perfusion des tranches (6ml) et 
d'autre part au temps nécessaire pour que la substance atteigne la cellule 
enregistrée. 

Les substances suivantes, obtenues chez Sigma, sont directement 
additionnées au milieu de perfusion au cours de l'expérience : 
- Tétrodotoxine : TTX, 1 Q-6M. Des aliquots de 50 J.!l contenant la quantité 
suffisante pour une dilution finale de 1Q-6M sont préparées d'avance dans l'eau 
distillée et stockées à -80°C. 
- Tétraéthylammonium: TEA, 5 à 30 mM. 
- 4 amino-pyridine : 4-AP, 0,1 à 1 mM. 
- Chlorure de Césium : Cs Cl, 10 mM. 

Il a parfois été nécessaire de remplacer les ions calcium (Ca++) du 
milieu de perfusion par des ions Co++ ou des ions Ba++. Pour cela, lors de sa 
confection, le milieu de perfusion est modifié par le remplacement du MgS04 
par le MgCh et par la suppression du KH2P04. Le CaCh est remplacé par 2,4 
mM de CoCh ou par 2,4 mM de BaCh. 

Pour certaines expériences, la bicuculline, antagoniste sélectif des 
récepteurs GABAA, a été ajoutée au milieu de perfusion à une concentration 
de 0,1 mM. 

3 • Injections intracellulaires de marqueurs 

Des injections intracellulaires ont été réalisées avec la peroxydase, le 
jaune Lucifer (Lucifer Y ellow : L Y) et la biocytine. 
Afin de remédier à l'augmentation de la résistance des microélectrodes 
observée lorsqu'elles sont remplies par la peroxydase ou le LY, des tubes de 
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verre à paroi mince (1 mm de diamètre extérieur et 0,78 mm de diamètre 
intérieur) sont utilisés. L'utilisation de ces tubes de verre et le choix judicieux 
des paramètres d'étirement sur l'étireuse Brown-Flaming ne rend plus 
nécessaire le biseautage des microélectrodes (Doutrelant, 1988), car leurs 
résistances sont suffisamment basses. 

3.1) Peroxydase 

Les microélectrodes sont remplies d'une solution de 5% de peroxydase 
(Boerhinger Mannheim, Grade I, Meylan, FRANCE) dissoute dans un tampon 
TRIS-HCl, 0,5M, pH 7 ,6. Leur résistance s'échelonne entre 40 et 80 Mn. La 
peroxydase est éjectée par des impulsions rectangulaires de courant 
dépolarisant de 2 nA, de 10 ms, à une fréquence de 50 Hz, pendant 10 min. 

3.2) Lucifer Yellow 

Les microélectrodes sont remplies d'une solution de L Y (L Y -CH, Fluka, 
Buchs, Suisse) à 2% dans du chlorure de lithium 0,5 M. Leur résistance 
s'échelonne entre 80 et 150 Mn. Le LY est expulsé par des impulsions de 
courant hyperpolarisant de 1 à 2 nA, de 700 ms, à une fréquence de 1 Hz, 
pendant 5 à 20 min. 

3.3) Biocytine 

Les microélectrodes sont remplies par une solution de 2% de biocytine 
(Sigma) dissoute dans 1,75 M de KCl et 0,025 M de TRIS-HCl. Leur 
résistance est d'environ 50 Mn. La biocytine est éjectée par des impulsions de 
courant dépolarisant de 1 ,5 nA (200 ms on, 200 ms off) pendant 10 min. 

Lors de l'injection, le maintien d'une bonne activité électrique de la 
cellule est vérifié régulièrement en stoppant le courant d'injection et en 
vérifiant la valeur du potentiel et de la résistance membranaires. Le pont de 
Wheastone est balancé, pour remédier à l'augmentation de la résistance de la 
microélectrode, si nécessaire. L'injection est immédiatement stoppée si les 
valeurs du potentiel de membrane et de la résistance membranaire sont trop 
fortement altérées. Généralement après l'injection, l'amplitude du potentiel 
d'action est réduite et sa largeur s'est accrue. Les tranches peuvent être 
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retirées pour fixation immédiatement après l'injection. Couramment, un délai 
de 30 min environ est respecté. 

V. Traitement histologique des tranches 

Les tranches contenant une ou plusieurs cellule(s) injectée(s) par l'un des 
traceurs décrits précédemment sont soumises à un traitement histologique 
approprié. 

1 - Cellules injectées par la peroxydase 

1.1) Préparation des tranches pour la microscopie optique 

Après avoir été retirées de la chambre de survie, les tranches sont 
conservées une nuit à 4°C dans une solution de fixateur composé de 2% de 
glutaraldéhyde et 1,25% de PFA dissous dans du TP. Le choix du fixateur 
répond à un compromis réalisé entre le pourcentage de glutaraldéhyde et celui 
de PFA. En effet, la glutaraldéhyde stabilise la peroxydase alors que le PF A, 
tout en permettant une bonne conservation du tissu, réduit son activité. Les 
tranches sont ensuite plongées dans une solution de TP contenant 20% de 
saccharose pendant une heure. Après un rapide rinçage dans du TP, les 
tranches sont débitées en coupes frontales de 40 J.lm au cryotome et récupérées 
dans du TP. La révélation de la peroxydase s'effectue à la température 
ambiante en présence d'H202. Afin d'obtenir la meilleure image possible, 
plusieurs techniques de révélation, utilisant des chromogènes différents, ont 
été testées. 

1.1.1) Révélation avec la DAB 
Ce chromogène a été le premier utilisé pour la révélation de la 

peroxydase (Graham et Kamovsky, 1966). Plusieurs protocoles visant à 
donner un produit de réaction plus intense ont été mis au point par différents 
auteurs. Au cours de notre étude, nous avons utilisé trois protocoles différents: 

-technique de révélation selon Adams (1977)-
Les coupes sont transférées dans une solution de TP contenant 5% de 

Co Ch (Pro labo), pendant 10 min. Ce traitement permet d'intensifier le produit 
de réaction. Après 3 rinçages de 5 min chacun dans le TP, les coupes sont 
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immergées sous agitation pendant 20 min dans une solution de TP contenant 
0,05% de DAB. Puis elles sont de nouveau immergées sous agitation dans une 
solution identique de DAB contenant en plus 0,003% d'H202, pendant 20 min. 
Les coupes subissent alors 3 rinçages de 5 min dans du TP. Le produit de 
réaction obtenu colore les cellules en brun clair. 

- technique de révélation selon Metz et coll (1989) -
Lors de la révélation histochimique de la peroxydase des cellules 

injectées, l'activité peroxydasique des hémoprotéines érythrocytaires 
s'exprime également. Le protocole proposé par Metz et coll (1989) permet de 
supprimer sélectivement le marquage des hématies. Ce protocole est basé sur 
un prétraitement à l'alcool. Les coupes sont incubées pendant 10 min dans de 
l'éthanol à 50°, puis transférées dans de l'éthanol à 70° pendant 15 min et 
reviennent dans l'éthanol à 50° pendant 10 min. Après un rinçage de 10 min 
dans le TP, les coupes sont révélées et intensifiées pendant 30 min dans la 
solution suivante: 0,02% de DAB, 0,03% de nickel ammonium sulfate (Fluka, 
Buchs, Suisse) et 0,003% d'H202 dissous dans du tampon TRIS-HCl, 0,05M, 
pH 7 ,6. Les coupes sont ensuite rincées dans le même tampon pendant 10 min. 
Le produit de réaction obtenu colore les cellules en violet Tprofond-noir. 

Le mécanisme d'action de l'éthanol dans la suppression de l'activité 
peroxydasique des hématies est encore mal compris. L'éthanol pourrait agir 
soit en lysant les hématies, soit en se fixant sur les hémoprotéines. Dans ce 
dernier cas, il cliverait les groupes hèmes ou induirait des changements 
conformationnels. 

- technique au déoxyglucose selon Itoh et coll (1979) -
La particularité de cette technique est d'utiliser la glucose oxidase 

comme accepteur d'hydrogène à la place d'H202. Le protocole utilisé est le 
suivant. Après deux lavages rapides dans du tampon TRIS-HCl, O,lM, pH 7,6, 
les coupes sont préincubées dans le même tampon contenant 0,5% de CoCh, 
pendant 10 min à température ambiante. Elles sont ensuite rincées dans du 
tampon TRIS-HCl, 0,1 M, pH 7,6, puis dans du TP. La révélation de la 
peroxydase s'effectue à 37°C pendant 60 min dans la solution suivante, 
préparée extemporanément : 0,05% de DAB, 0,2% 13-D-glucose (Sigma), 
0,04% de NfuCl (Sigma), 0,003% de glucose-oxidase (Sigma) dans 100 ml de 
TP. Le produit de réaction obtenu colore les cellules en brun. Les coupes sont 
ensuite rincées plusieurs fois dans du TP. 
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1.1.2) Révélation avec le réactif d 'Hanker-Y a tes 
Face au caractère carcinogène de la DAB, d'autres chromogènes ont été 

proposés, tel celui de Hanker et coll. (1977) qui est composé de p
phénylènediamine dihydrochloride et de pyrocatechol (Sigma). Le principe de 
la réaction est une oxydation d'amines aromatiques en présence de phénols. En 
fait, la peroxidation du p-phénylènediamine dihydrochloride est fortement 
accélérée par la présence de pyrocaterol et forme un co-polymère osmiophile 
de couleur bleue. Les sections sont incubées sous agitation pendant 15 min 
dans la solution suivante : 75 mg de réactif d'Hanker Yates (Sigma), 0,5 ml 
d'H202 1% dissous dans 50 ml de tampon TRIS-HCl, 0,1M, pH 7,6. Selon Bell 
(1981) O,lM d'imidazole est ajouté pour intensifier la réaction et 1% de 
diméthylsulfoxide (DMSO) pour favoriser la pénétration des substances. Les 
coupes subissent ensuite 3 rinçages de 5 min dans du TP. 

1.1.3) Montage des coupes 
Après la révélation, les coupes sont montées sur lames gélatinées et 

séchées à température ambiante. Elles sont ensuite rapidement déshydratées 
dans des bains d'alcools de degré croissant, éclaircies dans le toluène, puis 
montées à l'Eukitt. Les cellules sont dessinées à la chambre claire au 
grossissement 40 avec un microscope Zeiss. Afin d'être contrecolorées, les 
préparations sont démontées après immersion dans le toluène et réhydratées 
dans des bains d'alcools de degré décroissant. Elles sont colorées par la 
thionine (0, 1% ), déshydratées, éclaircies par le toluène et montées à l'Eukitt. 
Les coupes sont alors observées en détail à l'Axiophot et photographiées 
(Agfapan 25, Ektachrome 64). 

1.2) Préparation des tranches pour la microscopie 
électronique 

1.2.1) Révélation des cellules injectées 
Les tranches, retirées de la chambre de survie, sont incubées dans le 

fixateur pendant une nuit à 4 °C. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec un 
fixateur contenant 1% de glutaraldéhyde et 1,25% de PFA dissous dans du TP. 
Après un rinçage dans du TP, les tranches sont sectionnées en coupes de 40 
Jlm au Vibratome et sont récupérées dans du TP. Pour révéler la peroxydase, 
la technique de Metz et coll (1989), avec suppression du traitement à l'alcool 
en raison de la forte altération du tissu qu'il provoque, ou la technique au 
déoxyglucose d'Itoh et coll (1979) ont été utilisées. Les coupes sont rincées et 
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éventuellement conservées 1 à 2 h à 4°C dans du TP avant leur osmification et 
leur inclusion dans l'Araldite (Fluka, Buchs, Suisse). 

1.2.2) Osmification et inclusion des tranches dans 
l'Araldite 

Afin d'observer dans un premier temps au microscope optique la ou les 
cellules(s) injectée(s), il a été nécessaire d'effectuer des inclusions fines de 0,5 
mm d'épaisseur, selon la technique suivante : 

* Traitement des coupes au tétroxyde d'osmium (Bio-Lyon) 1% dilué 
dans du TP pendant 20 min. 

*Rinçages dans l'eau bidistillée pendant 2 min. 
* Déshydratation dans une série d'alcools croissants: 1 x 50°, 3 min ; 1 x 

70°, 5 min; 1 x 80°, 5 min; 2 x 95°, 2 x 10 min; 1 x 100°, 10 min. 
*Incubation dans de l'oxyde de propylène (Merck) pendant 20 min. Ce 

produit favorise la pénétration de l'Araldite. 
* Incubation pendant quelques minutes dans un mélange 1/2-1/2 d'oxyde 

de propylène/Araldite. 
*Les coupes sont alors incluses dans de l'Araldite entre une lame et une 

lamelle recouvertes de papier aluminium, permettant ainsi d'obtenir des 
inclusions très fines. La polymérisation de la résine se fait en étuve à 60°C 
pendant 24 h, puis les inclusions sont démoulées. L'obtention d'inclusions fines 
permet l'observation de ces préparations aux grossissements 40 et 100 du 
microscope optique et la reconstruction de la morphologie des neurones 
injectés à la chambre claire. Dès que les cellules sont dessinées, les inclusions 
sont de nouveau incluses dans l'Araldite sur des fragments de résine 
polymérisée, puis sectionnées en coupes semi-fines et ultra-fines à 
l'ultramicrotome (Reichert Ultracut). 

1.2.3) Traitement des coupes semi-fines 
Les coupes semi-fines ont une épaisseur de 2 Jlm. Elles sont recueillies 

sur des lames de verre, séchées, puis observées au microscope. Dès qu'un 
fragment de cellule injectée est repéré sur la semi-fine, des coupes ultra-fines 
sont réalisées. 

1.2.4) Traitement des coupes ultra-fines 
Les coupes ultra-fines ont une épaisseur de 0,1 Jlm. Elles sont recueillies 

sur des grilles de 200 mesh recouvertes d'une membrane de parlodion 
(Mallinckrodt, St Louis). Une coupe ultra-fine sur deux est colorée par la 
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double coloration à l'acétate d'uranyle et au citrate de plomb pour être 
observée au microscope électronique (Zeiss 902) et photographiée (Kodak, 
4489). 

2 - Cellules injectées par le Lucifer Y ellow 

2.1) Observation des cellules marquées par le L Y 

Trente min après l'injection intracellulaire, la tranche est plongée dans 
une solution de PAF pendant une nuit à 4 °C. Après plusieurs lavages dans des 
bains de tampon Coons à 20% de saccharose, la tranche est débitée en coupes 
de 30 J..Lm au cryotome puis récupérées dans du tampon Coons. La cellule 
injectée est repérée sous l'Axiophot (filtre identique à celui utilisé pour la 
FITC) et photographiée (Agfapan 25 ; Fuji Velvia 50, Kodakrome 400). 

2.2) Couplage avec la réaction immunocytochimique 

La coupe contenant la cellule injectée est ensuite incubée avec l'anticorps 
anti met-enképhaline dilué au 1/400e pendant une nuit à température ambiante. 
Après plusieurs rinçages dans du tampon Coons, la coupe est incubée avec 
l'anticorps secondaire couplé au TRITC pendant 90 min à température 
ambiante. Après plusieurs rinçages, cette coupe ainsi que les coupes voisines 
sont disposées sur des lames gélatinées et montées avec le mélange glycérine-p
phénylènediamine. Elles sont observées à l'Axiophot et photographiées 
(Agfapan 25 ; Fuji Velvia 50, Kodakrome 400). 

3 - Cellules injectées par la biocytine 

3.1) Observation des cellules marquées par la biocytine 

Les tranches contenant les cellules injectées par la biocytine sont 
immergées dans une solution de TPS contenant 4% de PFA et 0,15% de 
glutaraldéhyde, pendant une nuit à 4°C. La glutaraldéhyde n'est pas 
indispensable, mais permet d'obtenir davantage de détails morphologiques que 
la PFA seule (Kita et Armstrong, 1991). La tranche est ensuite transférée dans 
une solution de TPS à 20% de saccharose pendant 30 à 60 min, rincée dans une 
solution de TPS, puis débitée en coupes de 30 J..lm au cryotome. Le protocole 
utilisé pour visualiser le complexe biocytine-avidine correspond à ceux décrits 
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par Horikawa et Armstrong (1988) et Tseng et coll (1991) et il est détaillé ci
après. 

* Préincubation des coupes dans une solution de TPS contenant 2% de 
BSA et 0,25% de Triton X-100 pendant 20 min. 

*Incubation des coupes dans une solution de TPS contenant 2% de BSA 
et de l'avidine-peroxydase (Vector Burlingame, USA) au 1/300e pendant 2 à 3 
h. 

* Rinçages dans du TPS contenant 2% de BSA, puis dans du TPS seul. 
* Révélation de la peroxydase dans une solution de TRIS-HCl, 0,1 M, pH 

7,6 contenant 0,05% de DAB et 0,003% d'H202. 
*Rinçages dans du tampon TRIS-HCl, 0,1 M, pH 7,6. 
* Montage des coupes à l'Eukitt après déshydratation et éclaircissement 

dans le toluène avec ou sans contrecoloration à la thionine. 
Les cellules sont ensuite observées, dessinées à la chambre claire 

(microscope Zeiss) au grossissement 40 et photographiées à l'Axiophot 
(Agfapan 25 ; Fuji Velvia 50, Fujichrome 400). 

3.2) Couplage avec la réaction immunocytochimique 

La détection de la biocytine peut être associée à un double marquage 
immunocytochimique. Deux types de réactions immunocytochimiques ont été 
effectuées. 

3.2.1) Détection de la met-enképhaline 
Les cellules injectées par la biocytine sont identifiées soit par de 

l'avidine-peroxydase, soit par de l'avidine-FITC (Molecular Probes, Eugene, 
USA). 

Après la révélation de l'avidine-peroxydase (DAB), les tranches 
contenant la cellule injectée sont soumises à un traitement 
immunocytochimique pour mettre en évidence les fibres enképhalinergiques. 
Le protocole est semblable à celui décrit dans le paragraphe II, 2.2 et la met
enképhaline est détectée par des anticorps secondaires couplés à la FITC. 

Le protocole utilisé pour visualiser l'avidine-FITC est basé celui décrit 
précédemment (paragraphe V, 3.1) : après l'étape de préincubation, les coupes 
sont incubées dans une solution de TPS contenant 2% de BSA et de l'avidine
FITC au 1/200e, pendant 2 à 3 h. Après rinçages dans le TPS, la met
enképhaline est détectée par immunocytochimie avec des anticorps secondaires 
couplés à la TRITC ou à la peroxydase (révélation par le chloro-naphtol). 
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) 

Les coupes sont ensuite montées dans le mélange glycérine-p
phénylènediamine, puis observées à l'Axiophot et photographiées (Agfapan 25, 
Fujichrome Velvia 50, Fujichrome 400). 

3.2.2) Détection simultanée de la CaBP et de la met
enképhaline 

La détection immunocytochimique simultanée de la CaBP et de la met
enképhaline sur des coupes contenant des cellules injectées par la biocytine se 
déroule selon les protocoles décrits en détail dans les paragraphes précédents. 
Les principales étapes sont mentionnées ci-après: 

* Détection de la biocytine par l'avidine-FITC. 
* Rinçages dans du TPS. 
* Incubation des coupes une nuit dans un cocktail d'anticorps primaires 

contenant des anticorps anti met-enképhaline (l/600e) et des anticorps anti 
CaBP (1/lOOe). 

* Rinçages dans du TPS. 
*Incubation des coupes dans un cocktail d'anticorps secondaires couplés 

à la peroxydase (1/lOOe) pour détecter la met-enképhaline et d'anticorps 
secondaires couplés au le TRITC (1/50e) pour détecter la CaBP. L'activité 
peroxydasique est détectée par le 4-chloro"'l-naphtol. 

*Rinçages dans du tampon TRIS-HCl, 0,1 M, pH 7,6. 
*Montage des coupes dans le mélange glycérine-p-phénylènediamine. 
* Observation à l'Axiophot en épifluorescence et photographie (Agfapan 

25, Fujichrome Velvia 50, Fujichrome 400). 
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Chapitre 1 

ETUDE IMMUNOCYTOCHIMIQUE 
DU SEPTUM LATERAL 

CHEZ LE COBAYE 



Introduction 

Les fibres afférentes au SL, provenant des centres télencéphaliques 
supérieurs, de l'hypothalamus, du mésencéphale et du tronc cérébral, se 
différencient par leur contenu neurochimique. L'utilisation de techniques 
immunocytochimiques chez le rat a permis de déterminer la nature des fibres 
innervant le SL et de constater leur extrême variété. Ces travaux sont 
fondamentaux car ils posent les bases d'une meilleure compréhension des 
mécanismes physiologiques des populations neuronales constituant la structure. 

Les substances identifiées dans les fibres et terminaisons septales 
comprennent des neurotransmetteurs tels que : 
-l'acétylcholine (Amaral et Kurz, 1985 ; Bialowas et Frotscher, 1987), 
-les monoamines (Fuxe, 1965 ; Jacobowitz et Palkovits, 1974 ; Lindvall et 

Stenevi, 1978 ; Moore, 1978 ; Kohler et coll, 1982 ; Gall et Moore, 1984 ; 
Gaspar et coll, 1985 ; Verney et coll, 1987 ; J akab et Leran th, 1990b ; 
Dinopoulos et coll, 1993), 
-le GABA (Kohler et Chan-Palay, 1983 ; Panula et coll, 1984; Mugnaini et 

Oertel, 1985 ; Onteniente et coll, 1986, 1987 ; Leranth et Frotscher, 1989 ; 
Jakab et Leranth, 1990b). 

Des neuropeptides sont également détectés dans les fibres et terminaisons 
septales tels que : 
- la substance P (Ljungdahl et coll, 1978 ; Sakanaka et coll, 1981, 1982 ; 

Woodhams et coll, 1983 ; Gall et Moore, 1984 ), 
-les enképhalines (Wamsley et coll, 1980 ; Finley et coll, 1981 ; Woodhams 

et coll, 1983 ; Gall et Moore, 1984 ; Onteniente et coll, 1989 ; Sakanaka et 
Magari, 1989), 
- l'ACTH (Joseph, 1980), 
-la cholecystokinine (Hokfelt et coll, 1980 ; Greenwood et coll, 1981 ; 

Woodhams et coll, 1983), 
-la vasopressine (Buijs et coll, 1978 ; De Vries et coll, 1981 ; Caffé et coll, 
1987 ; Jakab et coll, 1991a), 
- la calcitonine gene related peptide (Rosenfeld et coll, 1983 ; Skofitsch et 

Jacobowitz, 1985), 
-le CRF (Olshowka et coll, 1982; Sakanaka et coll, 1987, 1988), 
-la somatostatine (Woodhams et coll, 1983 ; Kohler et Eriksson, 1984; Jakab 

et Leranth, 1991, 1993), 
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-la neurotensine (Woodhams et coll, 1983 ; Kohler et Eriksson, 1984 ; Jakab 
et Leran th, 1993 ), 
- le TRH (lshikawa et coll, 1986). 

En ce qui concerne le SLml chez le rat, les travaux récents de l'équipe 
de J akab ont montré, par des techniques immunocytochimiques à l'échelle du 
microscope optique et du microscope électronique, la nature chimique des 
afférences convergeant vers les neurones à épines somatiques. Les neurones 
sont contactés par des terminaisons nerveuses contenant de la somatostatine 
(Jakab et Leranth, 1991 ; Jakab et Leranth, 1993), de la neurotensine (Jakab.et 
Leranth, 1993), des catécholamines (Jakab et Leranth, 1990b, 1993), de la 
vasopressine (Jakab et coll, 1991a), du GABA (Jakab et Leranth, 1990b). 

Chez le cobaye, il n'existe que très peu de données sur la nature 
chimique des afférences innervant les neurones du SL et plus particulièrement 
ceux du SLml, hormis l'innervation enképhalinergique provenant du NMD 
(Tramu et coll, 1981 ; Beauvillain et coll, 1983 ; Stengaard-Pedersen et 
Larsson, 1983), une innervation cholecystokininergique assez faible (Ciofi et 
Tramu, 1990) et une innervation vasopressinergique (Dubois-Dauphin et coll, 
1989). 

Dans la première partie de notre étude, nous avons recherché, 
chez le cobaye, si les neurones du SL étaient la cible d'afférences 
immunoréactives pour la somatostatine (SOM), la neurotensine (NT), la 
tyrosine hydroxylase (TH) et la vasopressine (VP). Le choix de ces substances 
répond à la nécessité de connaître si, chez le cobaye, les neurones du SLml 
sont la cibles des mêmes substances que celles décrites chez le rat par l'équipe 
de Jakab. Nous avons également redéfini la distribution des fibres à 
enképhaline (Enk) sur l'ensemble du SL, pour mieux cibler le site 
d'intervention du tractus enképhalinergique hypothalamo-septal. 

La présence de corps cellulaires immunoréactifs pour le G AB A a été 
rapportée dans le SL du rat (Kohler et Chan-palay, 1983 ; Panula et coll, 1984 
; Mugnaini et Oertel, 1985 ; Onteniente et coll, 1986, 1987 ; Leranth et 
Frotscher, 1989 ; Jakab et Leranth, 1990b) et du cobaye (Beauvillain et coll, 
1991). 

De nombreuses études ont montré la coexistence du GABA avec des 
protéines liant le Ca++, telles que la PV (Celio, 1986 ; Katsumaru et coll, 1988 
; Kosaka et coll, 1987; Freund, 1989 ; Antal et coll, 1991 ; Kawaguchi et 
Kubota, 1993), ou la CaBP (Antal et coll, 1991; Gulyas et coll, 1991 ; Freund 
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et Gulyas, 1991 ; Toth et Freund, 1992; Rogers, 1992; Kawaguchi et Kubota, 
1993), dans différentes régions du cerveau. Il est actuellement suggéré que la 
présence de PV et de CaBP dans les neurones leur confère une certaine 
résistance vis à vis de la neurotoxicité induite par le glutamate (Heizmann et 
Braun, 1992). 

La ND a tout d'abord été utilisée comme marqueur sélectif 
histochimique pour repérer certains types neuronaux dans diverses régions du 
cerveau (Scherer-Singler et coll, 1983 ; Vincent et coll, 1985 ; Mizukawa et 
coll, 1988 ; McDonald, 1989 ; Rogers, 1992), car ce marqueur semble être 
localisé dans des populations cellulaires bien définies par leur nature 
neurochimique. Récemment, il a été montré que les populations cellulaires 
contenant la ND n'étaient quasiment pas concernées par les processus de 
dégénérescence couramment observés dans d'autres populations cellulaires, 
dans des cerveaux de patients âgés ou atteints de démence (Unger et Lange, 
1992). En effet, la ND est une enzyme impliquée dans la synthèse de 
monoxyde d'azote (Hope et coll, 1991). Il y a controverse concernant la 
fonction exacte du monoxyde d'azote dans les neurones (Manzoni et coll, 
1992). Il semble toutefois établi qu'il soit impliqué dans la protection du 
neurone contre les dommages dus aux phénomènes excitotoxiques (Nowicki et 
coll, 1991 ; Izumi et coll, 1992). 

Dans la deuxième partie de notre étude, nous avons recherché si les 
neurones du SL contenaient la PV, la CaBP ou la ND. Nous avons aussi étudié 
la répartition des neurones immunoréactifs pour le GABA, afin de déterminer 
s'ils occupaient les mêmes territoires que les neurones à PV et à CaBP, dans le 
but d'appréhender une éventuelle colocalisation des substances. Cette étude a 
été complétée par une recherche de la colocalisation de la ND et de la CaBP, 
de tels exemples ayant été montrés par ailleurs (Alonso et coll, 1992 ; Guela et 
coll, 1993). Nous nous sommes enfin demandé si les fibres enképhalinergiques 
du tractus hypothalamo-septal contactaient les neurones contenant la PV, la 
CaBP et la ND. 
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Résultats 

1. Description immunocytochimique des afférences au 
septum latéral chez le cobaye 

La distribution des fibres afférentes au SL a été rapportée 
schématiquement sur des dessins provenant de l'atlas de l'hypothalamus et du 
septum de cobaye établi par Poulain (1974). Le niveau de chaque coupe 
frontale correspond à la distance, en mm, qui le sépare du plan vertical passant 
par l'axe interauriculaire (figure 1) : Plan antérieur : 12,9 mm ; Plans 
intermédiaires : 12,7 à 12,5 mm ; Plan postérieur (décussation de la 
commissure blanche) : 12,3 mm. 

Les marquages immunocytochimiques ont été réalisés sur des animaux 
non colchicinisés. 

Les différentes réactions immunocytochimiques mettent en évidence des 
fibres, des terminaisons nerveuses et très occasionnellement des corps 
cellulaires immunoréactifs. Les fibres sont, pour la plupart, pourvues de 
varicosités disposées régulièrement, ou de manière plus ou moins espacée. Ces 
varicosités constituent des zones de contact probables avec les neurones du SL 
("boutons en passant"). D'autres fibres sont lisses et correspondraient plutôt à 
des fibres de passage, traversant le SL sans y faire synapse. Les terminaisons 
nerveuses se présentent soit sous la forme de ponctuations dispersées dans les 
différentes régions du SL, soit sous la forme d'arrangements périsomatiques. 
Ces derniers sont constitués de ponctuations ou de fibres variqueuses qui 
dessinent le contour du corps cellulaire et des dendrites proximales. Les corps 
cellulaires immunoréactifs, bien qu'assez rares du fait de l'absence d'un 
traitement à la colchicine, présentent un marquage homogène qui occupe le 
corps cellulaire et parfois les dendrites proximales. 

La répartition du marquage des différentes substances est récapitulée 
dans le tableau 4. 

1 - Distribution des fibres immunoréactives pour la somatostatine 
(IR-SOM) 

Des fibres variqueuses et des ponctuations IR-SOM sont détectées dans 
l'ensemble du SL. Quelques arrangements périsomatiques sont observés dans le 
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Figure 5 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL de la distribution des fibres et 
corps cellulaires immunoréactifs pour la somatostatine (SOM). (e) corps cellulaires; (o) arrangements 
périsomatiques. 

Figure 6 : Localisation des structures 1mmunoréactives pour la somatostatine (IR-SOM) sur des 
coupes frontales de SL. Détection par des anticorps couplés à la FITC. A. SLv antérieur. Quelques 
neurones IR-SOM (flèches), localisés dans le SLml ventral, sont observés le long du ventricule latéral 
(étoile). De rares arrangements périsomatiques sont observés. B. Fort grossissement de neurones IR
SOM (flèches) détectés dans le SLml. C. Partie ventrale du SLml postérieur. Les fibres variqueuses, 
plus nombreuses que dans le plan antérieur, se disposent en arrangements périsomatiques (pointes de 
flèches). D. A un fort grossissement, disposition des fibres variqueuses et des ponctuations sous 
forme d'arrangements périsomatiques dans la même région (pointes de flèche). Barre de calibration: 
50 IJ.ffi. 
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SLml. Quelques rares neurones IR-SOM sont présents dans le SLd, le SLml 
et le SLv (figures 5, 6). 

Dans le plan antérieur, des fibres variqueuses sont observées dans le SLd 
et quelques-unes parcourent le SLml. Le SLv comprend également des fibres 
variqueuses enchevêtrées et de nombreuses ponctuations. Ces fibres sont 
orientées ventralement et se prolongent dans le NLST. Un neurone est observé 
dans le SLd, d'autres sont observés dans le SLml et le long du ventricule 
latéral (figure 6A). 

Dans les plans intermédiaires, l'innervation somatostatinergique est 
quasiment identique. Il est toutefois intéressant de noter la présence 
d'arrangements périsomatiques dans les différentes régions du SL, et plus 
particulièrement dans le SLml. Des neurones IR-SOM sont également détectés 
dans le SLml (figure 6B) et dans le SLv. 

Dans le plan postérieur, les fibres variqueuses se raréfient dans le SLd, 
alors qu'elles sont encore détectées dans le SLml (figure 6C). De nombreux 
arrangements périsomatiques y sont également observés (figure 6D). Quelques 
neurones sont encore observés dans le SLml et le SLv. 

2 - Distribution des fibres immunoréactives pour la neurotensine 
(IR-NT) 

L'innervation par les fibres IR-NT est relativement dense dans 
l'ensemble du SL (figures 7, 8). 

Dans le plan antérieur, seul le SLd ne comprend que quelques fibres et 
quelques ponctuations, contrairement au reste du SL où l'IR-NT est détectée 
dans de nombreuses fibres variqueuses courtes (figure 8A), dans des 
ponctuations et sous forme d'arrangements périsomatiques. 

Dans des plans intermédiaires, des fibres IR-NT sont également 
observées tout au long du SL. La seule différence notable concerne un 
marquage plus dense dans le SLml et le SLv. A ce niveau, les fibres 
variqueuses ont une orientation ventrale. Un marquage important est 
également observé dans le NLST. 

Dans le plan postérieur, le marquage devient encore plus disséminé dans 
le SLd où ne persistent que quelques ponctuations et quelques arrangements 
périsomatiques. Le SLml contient encore de nombreuses fibres variqueuses, 
qui se prolongent dans le NLST, ainsi que des arrangements périsomatiques 
dispersés au sein de la région (figure 8B). 

-42-



I
f •••••• ···············~ 

...,.. ............... S .. L'I i . .,. . . 
'y.;.\ i 
:\~~··.. i :..f,. ·..... ;SM 
··\: ···sLv \ 
\· ·•·.•. \ 

··..... \~\. ~ ... 
. ...... .. ..... 

/~ 
l/ 

\ : 
: 

NT 

• 
. ""• Sld ......... . 
\.\ .................... / 

Slml --etl-'·.~;~ ~·· Sli ~x 
Jl'f· .. 
· ·· . ., SM 
\~ .... ··· .... .. ' ..... . c,j..... • ••• 

........ ·~1· ·s.~~ 
/' NDST' ·V~ ....... . \ ., 
\ .. .. 

...... ca 

Figure 7 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL de la distribution des fibres 
immunoréactives pour la neurotensine (NT). (o) arrangements périsomatiques. 

Figure 8: Localisation des structures immunoréactives pour la neurotensine (IR-NT) (A, B) et des 
structures immunoréactives pour la tyrosine hydroxylase (IR-TH) (C-E) sur des coupes frontales de 
SL. Détection par des anticorps couplés à la FITC. A. SLml antérieur. Des fibres variqueuses courtes 
sont observées dans cette région. B. Présence d'arrangements périsomatiques (flèches) dans le SLml 
postérieur. C. SLml antérieur. De nombreuses fibres variqueuses sont observées le long du 
ventricule latéral (étoile), elles se dirigent vers le SLv. D. Dans les plans intermédiaires, le SLml 
comprend de nombreuses fibres variqueuses, des ponctuations et des arrangements périsomatiques 
(flèches). E. A plus fort grossissement, dans le SLml postérieur, les fibres variqueuses sont 
enchevêtrées et des arrangements périsomatiques (flèches) y sont encore observés. Barres de 
calibration : 100 J.Ull. 





3 - Distribution des fibres immunoréactives pour la tyrosine 
hydroxylase (IR-TH) 

L'IR-TH révèle l'innervation catécholaminergique (dopamine, 
noradrénaline, adrénaline) des neurones du SL. Le marquage est un peu plus 
diffus par rapport aux marquages précédents (figures 8, 9). 

Dans le plan antérieur, des fibres et des ponctuations sont observées sur 
l'ensemble du SL. Le SLd et le SLv sont particulièrement bien innervés par ces 
afférences IR-TH. Quelques fines fibres variqueuses traversent le SL, le long 
du ventricule latéral, jusqu'au SLv (figure 8C). A ce niveau, les fibres IR-TH 
se disposent comme un arc qui couvre une partie du SLv et se poursuit vers le 
NLST. 

Dans les plans intermédiaires, le· marquage est un peu plus important 
dans le SLi et il est constitué de fibres variqueuses et de ponctuations. Le SLv 
forme la région la plus innervée des trois régions du SL et se caractérise par la 
présence de nombreux axones IR-TH orientés vers le NLST. Des arrangements 
périsomatiques y sont également détectés. Le SLml est une région 
particulièrement bien innervée par les fibres IR-TH (figure 8D). 

Dans le plan postérieur, le marquage IR-TH revêt une disposition 
particulière. En effet, des fibres variqueuses et des ponctuations sont encore 
observées dans le SLd, mais en quantité moins importante, le long du 
ventricule latéral et dans le SLv. Des fibres IR-TH sont disposées à la façon 
d'un arc le long du noyau septo-fimbrial qui occupe ainsi une partie du SLi. 
Ces fibres sont variqueuses et quelques arrangements périsomatiques sont 
également observés (figure 8E). Dans le NLST, le marquage IR-TH devient de 
moins en moins dense. 

4 - Distribution des fibres immunoréactives pour la vasopressine 
(IR-VP) 

TI n'existe que peu de fibres IR-VP dans le SL (figure 10). 
Dans le plan antérieur, quelques courtes fibres variqueuses sont 

observées dans le SLv. Le NLST est également pourvu de quelques fibres de 
même allure, mais plus enchevêtrées. 

Dans les plans intermédiaires, le SL est très peu pourvu de fibres. 
Quelques longues fibres variqueuses traversent le SL le long du ventricule 
latéral. D'autres plus courtes sont observées dans le SLv. 

Dans le plan postérieur, l'IR-VP disparaît. 
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Fii,!ure 9 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL de la distribution des fibres 
immunoréactives pour la tyrosine hydroxylase (TH). (o) arrangements périsomatiques. 
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Figure 10 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL de la distribution des fibres 
immunoréactives pour la vasopressine (VP). 
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Figure 11 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL de la distribution des fibres 
et corps cellulaires immunoréactifs pour les enképhalines (Enk). (o) arrangements périsomatiques. 



5 - Distribution des fibres immunoréactives pour la met
enképhaline (IR-Enk) 

L'innervation IR-Enk est particulièrement dense dans l'ensemble du SL 
(figures 11, 12A). Les afférences enképhalinergiques s'organisent 
essentiellement en arrangements périsomatiques (figure 12B). Quelques fibres 
variqueuses sont observées dans le SL; et de rares neurones sont également 
marqués dans le SLi (figure 13A). 

Dans le SL antérieur, les terminaisons IR-Enk entourent un groupe de 
neurones localisés dans la partie ventrale du SLd, qui correspond à la partie la 
plus dorsale du SLml, formant un petit noyau bien circonscrit qui sera désigné 
dans cette étude sous le terme de noyau stigmoïde (figure 14A). 

Dans les plans intermédiaires, l'innervation enképhalinergique forme un 
dense plexus, constitué par une agrégation d'arrangements périsomatiques qui 
recouvrent une aire assez importante et se présentent sous la forme d'un arc 
(figure 13A). Cet arc recouvre la partie latéro-ventrale du SLd, la partie du 
SLi appliquée contre le ventricule latéral et la partie médio-dorsale du SLv. Le 
plexus enképhalinergique recouvre ainsi une grande partie du SLml (figure 13 
B). 

Dans les plans postérieurs, l'IR-Enk diminue progressivement pour ne 
plus occuper qu'un territoire restreint limité à la partie dorsale du SLml. Au 
niveau de la décussation de la commissure antérieure, quelques fibres 
enképhalinergiques sont encore observées dans le SLd et dans la partie latérale 
du SLi. 

II. Répartition des populations cellulaires du septum 
latéral contenant la parvalbumine, la calbindin-D28K, 
le GABA et la NADPH-diaphorase 

1 - Distribution des neurones immunoréactifs pour la parvalbumine 
(IR-PV) 

ll n'existe quasiment pas de neurones IR-PV dans le SL (figure 15). Le 
marquage est faible et ne concerne que le corps cellulaire de quelques neurones 
dispersés au sein du SL. Ces neurones ont une forme arrondie. 

Dans le plan antérieur, quelques neurones IR-PV sont observés dans le 
SLd. 
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Fieure 12 : Distribution des fibres et des terminaisons immunoréactives pour la met-enképhaline 
(Enk), détectées par des anticorps couplés à la peroxydase et révélés par la DAB (A, B), et des 
neurones GABAergiques (IR-GABA), détectés par des anticorps couplés à la FITC (C-F) sur des 
coupes frontales de SL. A. Dans le plan intermédiaire, l'innervation met-enképhalinergique est 
abondante et intéresse une grande partie du SLml. B. Détail des arrangements périsomatiques 
(flèches). Les ponctuations met-enképhalinergiques encapsulent complètement le neurone ou sont 
dispersées au sein du SL. C. Répartition des neurones IR -GABA dans le SL antérieur : population de 
neurones IR-GABA présente dans la partie ventrale du SLd. D. Neurones IR-GABA localisés dans 
la partie dorsale du SLd. E. Répartition plus disséminée des neurones IR-GABA dans le SLi. F. 
Groupe de neurones IR-GABA dans le SLv. Ventricule latéral: étoile. Barres de calibration: 100 J.Un. 

Figure 13 : Illustration d'une double réaction immunocytochimique dirigée contre la met
enképhaline (Enk), révélée par le TRITC, et contre la calbindin-D28K (CaBP), révélée parla FITC 
sur les mêmes coupes frontales de SLml. Le ventricule latéral est à droite. A, B. Distribution des 
fibres met-enképhalinergiques dans le SLml avant la décussation de la commissure antérieure. Notez 
la présènce de corps cellulaires dans le SLi (A flèches incurvées) et à fort grossissement (B), les 
arrangements périsomatiques qui concernent de nombreux neurones du SLml. C, D. Distribution 
des neurones IR-CaBP sur les mêmes coupes. Barres de calibration: 50 um. 

Figyre 14 : Illustration d'une double réaction immunocytochimique dirigée contre la met
enképhaline (Enk), révélée par le TRITC, et contre la calbindin-D28K (CaBP), révélée par la FITC 
sur une même coupe frontale de SLml au niveau du noyau stigmoïde. Le ventricule latéral est à droite. 
A. Arrangements périsomatiques constitués par les terminaisons met-enképhalinergiques. B. 
Neurones IR-CaBP. C. Double exposition révélant les populations de neurones IR-CaBP entourés 
ou non par les terminaisons met-enképhalinergiques. Les flèches pointent les neurones doublement 
marqués. Barre de calibration : 50 J.Un. 
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Dans les plans intermédiaires, d'autres rares neurones IR-PV sont 
détectés dans le SLml. 

Dans le plan postérieur, les neurones IR-PV sont uniquement détectés 
dans le SLd. 

2 - Distribution des neurones immunoréactifs pour la calbindin
D28K (CaBP), comparaison avec la distribution des neurones 
immunoréactifs pour le GABA (IR-GABA), innervation 
enképhalinergique 

2.1) Distribution des neurones IR-CaBP 

Les neurones IR-CaBP ont une distribution tout à fait particulière dans 
le SL (figure 16). Le marquage des cellules est généralement dense et concerne 
un grand nombre de neurones dont le corps cellulaire est rond ou ovoïde. Des 
prolongements dendritiques épais sont couramment marqués. 

Dans le plan antérieur, des neurones IR-CaBP sont détectés dans le 
noyau stigmoïde (figure 14B). De même, des neurones IR-CaBP sont dispersés 
sur l'ensemble du SL, hormis la partie ventrale du SLml. 

Dans les plans intermédiaires, les neurones immunoréactifs pour la 
CaBP constituent une bande qui prend naissance dans le noyau septo
hippocampal, se poursuit le long du SM dans la région correspondant au noyau 
septo-fimbrial et se termine dans la partie ventro-médiale du SLml (figure 
13C). Des neurones IR-CaBP sont également observés dans la partie dorsale du 
SLml. Le SLml est donc une région riche en neurones IR-CaBP (figure 
13D). Quelques neurones sont également observés dans le NLST. 

Dans le plan postérieur, les neurones IR-CaBP sont cantonnés dans la 
partie ventrale du SL. Leur nombre faible dans les parties dorsale et médiale 
du SLml. Quelques neurones sont observés dans le NLST. 

2.2) Comparaison avec les neurones IR-GABA 

L'étude de la répartition des neurones IR-GABA a été réalisée sur des 
animaux colchicinisés. Cette procédure a permis d'identifier la distribution des 
neurones GABAergiques et ainsi de les comparer à celle des neurones à CaBP. 

La distribution des corps cellulaires IR-GABA est assez hétérogène dans 
le SL (figure 17). Le marquage est faible, il est observé dans le corps 
cellulaire ainsi que parfois dans les dendrites proximales (figure 12C-F). Des 
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Figure 15 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL des corps cellulaires 
immunoréactifs pour la parvalbumine (P~). (•) corps cellulaires. 
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Figure 16 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL des corps cellulaires 
immunoréactifs pour la calbindin-D28K (CaBP). (e) corps cellulaires. 
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Figure 17 : Représentation schématique dans les plans frontaux du SL des corps cellulaires 
immunoréactifs pour le GABA. (e) corps cellulaires. 



fibres ou des ponctuations IR-GABA n'ont pas été détectées. Divers types 
cellulaires IR-GABA sont observés dans le SL. Le SLd, le SLi comprennent 
essentiellement des cellules de grande taille et de forme diverse, alors que le 
SLv se caractérise plutôt par des cellules plus petites et rondes. 

Dans le plan antérieur, les neurones IR-GABA sont localisés de manière 
homogène sur l'ensemble du SL. Il n'apparaît pas de populations distinctes 
(figure 12C, D). 

Dans des plans intermédiaires, les neurones IR-GABA sont plutôt 
localisés dans le SLd, en nombre relativement important. De même, quelques 
neurones IR-GABA sont regroupés dans le SLv. Des neurones sont également 
observés de manière plus éparse dans le SLi (figure 12E). 

Dans le plan postérieur, les neurones IR-GABA gardent 
approximativement une répartition identique, bien que le nombre de neurones 
soit beaucoup moins important que dans les plans antérieurs (figure 12F). 

Ces données montrent bien que les populations de neurones IR-GABA et 
de neurones IR-CaBP ne sont pas entièrement superposables. Les deux 
populations occupent cependant un territoire commun qui est la partie ventrale 
du SL. 

2.3) Innervation enképhalinergique des neurones IR-CaBP 

La présence de nombreux neurones IR-CaBP dans les régions du SL 
recevant l'innervation enképhalinergique laisse supposer l'existence 
d'appositions. La réalisation d'un double marquage en immunofluorescence 
révélant les neurones à CaBP en vert (FITC) et les fibres enképhalinergiques 
en rouge (TRITC) confirme cette supposition (figures 14, 18). 

Dans le plan antérieur, le noyau stigmoïde contient quelques neurones 
IR-CaBP encapsulés par les fibres enképhalinergiques (figure 14C). 

Dans les plans intermédiaires, les mêmes arrangements périsomatiques 
sont observés autour des neurones IR-CaBP localisés dans les parties médiale et 
ventrale du SLml (figure 18A, B). 

Dans le plan postérieur, l'innervation enképhalinergique ne concerne 
plus que quelques neurones IR-CaBP localisés dans le SLml. 
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Fieure 18 A.B : Illustration d'une double réaction immunocytochimique dirigée contre la met
enképhaline (Enk), révélée par le TRITC, et contre la calbindin-D28K (CaBP), révélée par la FITC 
sur des mêmes coupes frontales de SLml. Le ventricule latéral est à gauche. La double exposition 
révèle que les neurones IR-CaBP sont ou non entourés par des fibres met-enképhalinergiques. Barres 
de calibration : 50 ~m. 





3 - Distribution des neurones à activité NADPH-diaphorase (ND+), 
colocalisation avec la calbindin-D28K, innervation 
enképhalinergique 

3.1) Distribution des neurones ND+ 

Les neurones ND+ présentent une coloration qui va du bleu pâle au bleu
violet très foncé. La morphologie de ces neurones est très hétérogène (figures 
19, 20). Le marquage intéresse le corps cellulaire, les dendrites proximales et 
parfois distales (figure 20A, B). Des fibres variqueuses ND+ sont également 
observées (figure 20C). 

Dans le plan antérieur, le marquage est limité au noyau stigmoïde 
(figure 20A). 

Dans les plans intermédiaires, les neurones ND+ se raréfient peu à peu 
dans le SLd, pour ne plus être localisés que dans le SLml, qui comprend un 
nombre relativement élevé de neurones (figure 20B) et dans le SLv. 

Dans le plan postérieur, les neurones ND+ se font de plus en plus rares · 
dans le SLml et sont remplacés par un lacis de fibres nerveuses variqueuses 
(figure 20C). Les nombreuses fibres ND+ occupent un territoire qui prend 
naissance au niveau du noyau septo-hippocampique, se poursuit le long du 
noyau septo-fimbrial et se termine dans le SLv (ou dans la partie ventrale du 
SLml). 

3.2) Colocalisation ND/CaBP 

La détection simultanée des neurones ND+ et IR-CaBP a été réalisée 
grâce à une technique de double marquage. Pour cela, les neurones IR-CaBP 
sont détectés avec des anticorps secondaires couplés à la peroxydase et en 
fonction du chromogène utilisé, la DAB ou la 3-amino-9-éthylcarbazole, ils 
présentent respectivement une coloration brune ou rouge. Les neurones ND+ 
étant bleus, lors d'un double marquage, les neurones présentent une coloration 
brunâtre. 

3.2.1) Répartition des deux populations 
La détection simultanée des neurones ND+ et IR -CaBP montre une 

distribution comparable des deux populations neuronales dans l'ensemble du 
SL. Certains territoires, cependant, dans les plans intermédiaires et postérieur, 
présentent une répartition différente des deux populations. 
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Dans les plans intermédiaires, juste avant la décussation de la 
commissure blanche antérieure, les neurones ND+ occupent un territoire 
adjacent à celui occupé par les neurones IR-CaBP (figures 20A, B, 21B). 

Dans le plan postérieur, les rares neurones ND+ sont localisés dans le 
SLml à proximité des neurones IR-CaBP. Les nombreuses fibres ND+ 
présentes dans cette région occupent un territoire adjacent à celui des neurones 
IR-CaBP. 

3.2.2) Double marquage 
Des doubles marquages sont observés pour un nombre important de 

neurones dans différents plans du SL. 
Dans le plan antérieur, dans le noyau stigmoïde, certains neurones IR

CaBP sont ND+ (figure 20A). 
Dans les plans intermédiaires, la ND colocalise avec la CaBP pour des 

neurones du SLml et du SLv, comme cela est représenté sur les figures 20B, 
21B, 22B. Enfin, au niveau de la décussation de la commissure blanche 
antérieure, les marquages multiples deviennent plus rares. 

Dans le plan postérieur, il n'existe pas de colocalisation ND/CaBP dans 
les neurones du SL. Par contre, il est à noter que les neurones IR-CaBP du 
SLml sont entourés par des fibres variqueuses qui encapsulent complétement 
le neurone ainsi que ses prolongements dendritiques proximaux (figure 20C). 

3.3) Innervation enképhalinergique des neurones ND+ et 
neurones ND+/IR-CaBP 

La distribution des neurones ND+ et des neurones colocalisant ND/CaBP 
semblait correspondre en partie à celle des neurones recevant l'innervation 
enképhalinergique. Un triple marquage où les fibres enképhalinergiques sont 
cette fois détectées par des anticorps secondaires couplés à la FITC a été réalisé 
(figures 21A, 22A). 

Dans le plan antérieur, il s'avère qu'un faible nombre de neurones ND+ 
ou ND+/IR-CaBP du noyau stigmoïde soient contactés par des fibres IR-Enlc 

Dans les plans intermédiaires, les fibres IR-Enk contactent, dans le 
SLml, de nombreux neurones ND+ mais très peu de neurones ND+/IR-CaBP 
(figures 21C, 22C). 

Dans le plan postérieur, il n'existe plus de marquages multiples étant 
donné la distribution différentielle de ces trois substances dans le SLml et le 
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Figure 20 : Illustration d'une réaction immunocytochimique dirigée contre la calbindin-D28K 
(CaBP) révélée par la DAB (en marron) couplée à une détection histochimique de la NADPH 
diaphorase (ND, en bleu foncé) sur des coupes frontales de SL. A. Dans le plan antérieur, 
disposition des différentes populations de neurones dans le noyau stigmoïde (en haut, à gauche) et 
dans le SLml. Les deux substances sont colocalisées dans certains neurones (flèches). Ventricule 
latéral : étoile. B. Dans les plans intermédiaires, le SLrnl comprend un nombre important de neurones 
ND+ parmi lesquels se trouvent des neurones IR-CaBP. Les neurones doublement marqués sont 
indiqués par des flèches incurvées. C. Dans le plan postérieur, des neurones IR-CaBP sont entourés 
par des fibres ND+. Barres de calibration : 50 Jlm. 

Figure 21 : Illustration d'une double réaction immunocytochimique dirigée contre la met
enképhaline (Enk) révélée par la FITC et contre la calbindin-D28K (CaBP), révélée par la 3-amino
éthyl-carbazole, couplée à une détection histochimique de la NADPH diaphorase (ND) sur la même 
coupe frontale du SLml. Le ventricule latéral est à droite. A. Fibres met-enképhalinergiques 
observées en fluorescence. B. Neurones IR-CaBP (rouges ; pointe de flèche) et de neurones ND+ 
(bleus ; double pointes de flèches), observés en fond clair. Notez la distribution différentielle des 
neurones IR-CaBP et des neurones ND+ dans la partie la plus latérale du SLml ainsi qu'une région de 
correspondance entre les deux populations dans la zone plus médiale du SLml. Des neurones sont 
doublement marqués (flèches). C. Double exposition révélant la présence de fibres met
enképhalinergiques au contact de neurones marqués (flèches incurvées). Barre de calibration : 100 
Jlffi. 







SLv, où sont encore observés des neurones IR-CaBP (et des fibres ND+), mais 
où l'innervation enképhalinergique a quasiment disparu. 

Tableau 4 : Répartition des différents marquages immunocytochimiques dans 
le SL. 

SLd SLi SLv SLml 

SOM + ± + + 

NT ± ± ++ ++ 

TH ++ + ++ ++ 

VP 0 0 - 0 

Enk ± ++ + ++ 

GABA + + + + 

PV - 0 0 0 

CaBP ± ++ ++ ++ 

ND ± ++ ++ ++ 

++ très dense ; + dense ; ± moyennement dense ; - peu dense ; o pas de marquage. 
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Figure 22 : Illustration d'une double réaction immunocytochimique dirigée contre la met
enképhaline (Enk) révélée par la FITC et contre la calbindin-D28K (CaBP), révélée par la 3-amino
éthyl-carbazole, couplée à une détection histochimique de la NADPH diaphorase (ND) sur la même 
coupe frontale du SLml. Le ventricule latéral est à gauche. A. Fibres met-enképhalinergiques 
observées en fluorescence. B. Neurones IR-CaBP (rouges; pointe de flèche) et de neurones ND+ 
(bleus ; double pointes de flèches), observés en fond clair. Les flèches pointent des neurones 
doublement marqués. C. Double exposition révélant la présence de fibres met-enképhalinergiques au 
contact de neurones marqués (flèches incurvées). Barre de calibration : 50 J..Lm. 





Discussion 

1. Distribution des afférences au septum latéral 

1 - Remarques générales 

Le présent travail apporte une description précise des diverses afférences 
contactant les neurones du SL du cobaye. Les résultats obtenus au cours de 
cette étude immunocytochimique concordent généralement avec les 
descriptions apportées par la littérature chez le rat. 

La distribution des fibres IR-SOM dans le SL de cobaye correspond 
globalement à ce qui est décrit chez le rat (Woodhams et coll, 1983 ; Kohler et 
Eriksson, 1984 ; Jakab et Leranth, 1991, 1993). Les arrangements 
périsomatiques, particulièrement nombreux, sont observés, comme chez le rat, 
dans le SLd, le SLml et le SLv. Des neurones immunoréactifs pour la SOM, 
détectés chez le rat par Kohler et Eriksson ( 1984) sur des animaux non 
colchicinisés, sont également présents dans les mêmes régions, chez le cobaye. 

En ce qui concerne plus particulièrement le SLml, la distribution des 
fibres et des neurones IR-SOM ressemble à ce qui est décrit par Jakab et 
Leranth (1991). Il existe cependant quelques variations chez le cobaye. Les 
arrangements périsomatiques sont moins nombreux et il y a davantage de 
neurones IR-SOM. De plus, nous observons davantage de fibres variqueuses 
dans la partie ventrale du SLml. Chez le rat, Jakab et Leranth (1991) ont 
montré que les terminaisons nerveuses IR-SOM établissent des contacts 
synaptiques de type symétrique avec un grand nombre de neurones pourvus 
d'épines somatiques. 

Les quelques différences observées dans la distribution des neurones et 
des fibres somatostatinergiques chez le rat (Jakab et Leranth, 1991) et le 
cobaye, pourraient dépendre de l'anticorps choisi. Dans notre étude, nous 
avons utilisé un anticorps dirigé contre la SOM 1-12. Cet anticorps reconnaît 
toutes les formes de SOM, c'est à dire la SOM 1-12, la SOM 1-14 et la SOM 1-
28 (Ciofi, communication personnelle). De ce fait, il est probable que tous les 
éléments neuronaux immunoréactifs pour la SOM aient été mis en évidence 
dans notre étude. L'anticorps utilisé pour décrire l'IR-SOM dans le SLml du 
rat est dirigé contre la SOM 1-14 (Jakab et Leranth, 1991). Après avoir testé 
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également l'anticorps anti-SOM 1-28, ces mêmes auteurs ont montré que 
l'anticorps anti-SOM 1-14 marque préférentiellement les arrangements 
périsomatiques et quelques neurones seulement dans le SLv, alors que 
l'anticorps anti-SOM 1-28 est détecté dans de nombreux neurones répartis sur 
l'ensemble du SL et rarement dans les arrangements périsomatiques. Ils 
suggèrent donc que les neurones contiendraient la SOM 1-28, alors que les 
fibres IR-SOM 1-14 proviendraient de l'aire périventriculaire hypothalamique. 

Il existerait dans le SL plusieurs systèmes somatostatinergiques : un 
système ·intrinsèque constitué par les neurones du SL et un système constitué 
d'afférences provenant de l'aire périventriculaire hypothalamique et innervant 
principalement des neurones à épines somatiques. La disposition des fibres et 
des arrangements périsomatiques dans le SL de cobaye nous laisse supposer 
qu'une telle organisation puisse également exister, mais des études 
complémentaires sont nécessaires pour la démontrer. 

En ce qui concerne la répartition des récepteurs à somatostatine, Krantic 
et coll (1990) ont montré, chez le rat, que le SL contient les deux types de 
récepteurs, SS 1 et SS2. Il semble donc qu'il existe une bonne corrélation entre 
la présence de fibres IR-SOM et les récepteurs correspondants. 

La distribution des fibres à NT correspond à celle décrite chez le rat 
(Woodhams et coll, 1_983 ; Kohler et Eriksson , 1984 ; Jakab et Leranth, 
1993). Cette innervation est un peu plus développée que l'innervation 
somatostatinergique, et comprend également des arrangements périsomatiques, 
qui caractérisent le SLd antérieur. 

Le SLml du cobaye comprend, comme chez le rat (Jakab et Leranth, 
1993), de nombreuses fibres ainsi que quelques arrangements périsomatiques. 
Ces mêmes auteurs ont montré que, chez le rat, les terminaisons nerveuses IR
NT établissent des contacts symétriques avec certains neurones à épines 
somatiques. 

Par des expériences de transport rétrograde couplé à une détection 
immunocytochimique, J akab et Leran th (1993) ont montré que les fibres IR
NT proviennent essentiellement de l'aire ventrale tegmentale, mais également 
de l'hypothalamus latéral, ce qui est en accord avec les travaux d'Hokfelt et 
coll (1984) et de Seroogy et coll (1987). 

Enfin, il existe une bonne corrélation entre la répartition de l'IR-NT et 
celle des récepteurs à NT, qui sont observés en quantité variable dans les 
différentes régions du SL (Uhl, 1990). 
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La distribution des fibres IR-TH correspond à celle des fibres 
catécholaminergiques. La TH est une des enzymes impliquée dans la synthèse 
des catécholamines et elle est plus spécialement utilisée comme marqueur de la 
noradrénaline et de la dopamine. Nos observations concernant la distribution 
des fibres catécholaminergiques dans le SL concordent avec les études réalisées 
chez le rat. L'utilisation d'anticorps anti-TH (Gall and Moore, 1984), 
d'anticorps anti-dopamine (Onteniente et coll, 1984, 1987 ; Decavel et coll, 
1987) ou de méthodes fluorescentes combinées avec la recapture de dopamine 
(Lindvall et Stenevi, ·1978; Moore, 1978) donne des images semblables à celles 
obtenues ici chez le cobaye. De nombreux arrangements périsomatiques sont 
observés sur l'ensemble du SL. Ces arrangements sont plus abondants dans le 
SL caudal que dans le SL rostral et sont localisés plus particulièrement dans le 
SLi et dans les parties très latérales du SL. 

Dans le SLml, ces arrangements périsomatiques sont observés autour de 
nombreux neurones. Notons également la disposition particulière des fibres 
dans la partie ventrale du SLml antérieur et du SLv. Ces fibres se disposent en 
arc et entourent les neurones du SLv. Ces données correspondent à ce qui est 
observé chez le rat (Gall and Moore, 1984 ; Jakab et Leranth, 1990b). Jakab et 
Leranth (1990b) ont décrit la présence de terminaisons IR-TH établissant des 
contacts synaptiques de type symétrique sur le corps cellulaire et les dendrites 
proximales de neurones à épines somatiques et des contacts de type symétrique 
et asymétrique avec des épines somatiques. 

Comme nous l'avons déjà souligné, la caractéristique essentielle de cette 
innervation TH est l'abondance d'arrangements périsomatiques (Verney et coll, 
1987). Ces arrangements périsomatiques ne sont pas observés lorsque des 
anticorps anti-dopamine-~-hydroxylase (enzyme synthétisant la noradrénaline) 
sont utilisés dans le SL (Gall et Moore, 1984 ). Cette constatation indique donc 
que l'innervation observée avec des anticorps anti-TH, tant chez le rat que chez 
le cobaye, correspond plus à l'innervation dopaminergique. Ces formations 
périneuronales n'apparaissent qu'à partir du 3ème jour après la naissance chez 
le rat (Verney et coll, 1987). De tels arrangements périsomatiques IR-TH, bien 
qu'en nombre moins élevé, sont également observés dans le SL de l'Homme 
(Gaspar et coll, 1985). 

L'innervation dopaminergique aurait pour origine les neurones de l'aire 
A10 localisés dans l'aire ventrale teginentale (Hokfelt et coll, 1980). Les 
neurones dopaminergiques de cette région du mésencéphale sont également 
immunoréactifs pour la cholecystokinine, la substance P et la NT (Hokfelt et 
coll, 1980, 1984 ; Seroogy et coll, 1988 ; Seroogy et Fallon, 1989). Dans le 
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SLml du rat, une étude récente de Jakab et Leranth (1993) indique clairement 
la présence de NT dans des terminaisons à TH, terminaisons trouvées au 
contact de neurones à épines somatiques. 

Les récepteurs dopaminergiques n'ont pas été mis en évidence dans le 
SL, malgré diverses études réalisées sur l'ensemble du cerveau (Wamsley et 
coll, 1989 ; Mansour et coll, 1992). 

Les fibres IR-VP sont peu nombreuses dans le SL du cobaye. En 
comparant nos données avec celles de Dubois-Dauphin et coll (1989), qui ont 
étudié en détail l'innervation vasopressinergique chez le cobaye mâle et 
femelle, nous constatons une certaine dissemblance entre les deux études. Le 
fait que l'innervation vasopressinergique observée dans notre étude soit si 
faible peut provenir soit des propriétés de l'anticorps primaire utilisé, soit des 
conditions physiologiques de l'animal étudié. Il ne semble pas que notre 
anticorps puisse être remis en cause car nous avons observé, sans colchicine, 
un marquage abondant dans les noyaux paraventriculaires et supraoptiques. Il 
semblerait donc que les circonstances physiologiques dans lesquelles l'animal se 
trouvait au moment du sacrifice soient la cause de ce faible marquage. En 
effet, Merker et coll (1980) ont montré que l'innervation VP du SL est plus 
importante chez des animaux gestants que des animaux non gestants. Ces 
modifications de l'innervation en fonction de l'état physiologique de l'animal 
étudié nous laisse suggérer que de tels changements puissent intervenir au 
cours du cycle oestral. 

Chez le rat, la VP n'est détectée que dans de fins prolongements 
axoniques (Buijs, 1978 ; Sofroniew et Weindl, 1978 ; De Vries et Buijs, 1983 ; 
De Vries et coll, 1981, 1985 ; Caffé et coll, 1987). 

Dans le SLml, le marquage est. très faible et est limité à des fibres 
variqueuses fines et à des ponctuations. Chez le rat, le marquage est plus 
important, surtout dans le SLml caudal, où des arrangements périsomatiques 
sont observés (Jakab et coll, 1991a). Les terminaisons nerveuses 
vasopressinergiques, observées au microscope électronique, forment des 
synapses de type symétrique avec le corps cellulaire de certains neurones à 
épines somatiques (Jakab et coll, 1991a). 

Contrairement à ce que l'on pensait, cette innervation vasopressinergique 
ne vient pas exclusivement des noyaux paraventriculaires et supraoptiques. Elle 
aurait pour origine le NLST (DeVries et Buijs, 1983) et l'amygdale médiane 
(Caffé et coll, 1987). 
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Une densité importante de récepteurs à la VP de type V1 ont été détectés 
chez le rat (Raggenbass et coll, 1987 ; Poulin et coll, 1988). Ces récepteurs 
sont particulièrement abondants dans le SLd. 

La distribution des fibres IR-Enk dans le SL correspond à celles déjà 
décrites chez le cobaye (Tramu et coll, 1981 ; Beauvillain et coll, 1983 ; 
Stengaard-Pedersen et Larsson, 1983) et chez le rat (Wamsley et coll, 1980 ; 
Finley et coll, 1981 ; Gall et Moore, 1984 ; Onteniente et coll, 1989 ; Sakanaka 
et Magari, 1989). Les terminaisons nerveuses IR-Enk forment des 
arrangements périsomatiques qui encapsulent totalement le neurone et 
dessinent son contour. La distribution des fibres IR-Enk est assez hétérogène 
sur l'ensemble du SL. Dans les plans antérieurs, les fibres dessinent le petit 
territoire de neurones localisés dans le SLd, dénommé noyau stigmoïde, puis 
forment un croissant qui recouvre les différentes régions du SL. De rares 
neurones sont observés, essentiellement dans le SLi. 

Les neurones du SLml sont très richement innervés par les fibres IR
Enk. Les terminaisons constituant les arrangements périsomatiques établissent 
des contacts synaptiques symétriques sur le corps cellulaire et les dendrites 
primaires des neurones du SLml de rat (Onteniente et coll, 1982 ; Verney et 
coll, 1987) et de cobaye (Beauvillain et coll, 1983, 1991). 

Il est intéressant de noter que la disposition périsomatique particulière 
des terminaisons nerveuses IR-Enk se développe après le 6ème jour chez le rat 
(Verney et coll, 1987) alors que chez le cobaye, elle est déjà visible dès le 
24ème jour de gestation (V. Mitchell, communication personnelle). 

L'origine hypothalamique des fibres IR-Enk trouvées dans le SL ne fait 
plus de doute chez le rat (Onteniente et coll, 1989 ; Sakanaka et Magari, 1989) 
et le cobaye, où il a été montré que le NMD était la seule source de toute 
l'innervation septale (Poulain et coll, 1984). 

Les récepteurs J.L1 et 8, récepteurs sur lesquels les enképhalines se lient 
spécifiquement, ont été détectés en faible proportion dans le SL du rat et du 
cobaye (Sharif et Hughes, 1989 ; Adler et coll, 1990, Gouardères et coll, 
1993). Chez le rat, les récepteurs J.L1 sont très peu détectables (une faible 
densité dans le SLv antérieur) ; les récepteurs 8 sont observés dans le SLv 
antérieur et dans le SLml. Ces régions ne correspondent pas à la totalité de la 
surface innervée par les enképhalines. 
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2 - Implications fonctionnelles 

Comme nous venons de le détailler, il n'existe pas de différences 
fondamentales entre la distribution des fibres à SOM, NT, TH, VP, Enk chez 
le rat et le cobaye. Cette constatation nous laisse supposer qu'il en est de même 
pour la nature des contacts établis par ces fibres ainsi que pour leur origine. 
L'analyse ultrastructurale des différentes terminaisons nous renseigne sur le 
type de contacts établis par ces fibres et les neurones du S L rn 1. Il est 
intéressant de constater que chaque type de fibre établit préférentiellement des 
contacts synaptiques de type symétrique, localisés à la surface du corps 
cellulaire et de troncs dendritiques, avec des neurones possédant ou non des 
épines somatiques (Jakab et Leranth, 1990a, b, 1991 ; Jakab et coll, 1991a ; 
Beauvillain et coll, 1991). D'après Gray (1959) de telles synapses (synapses de 
type 2) sont des synapses inhibitrices. 

La plupart du temps, il existe une bonne corrélation entre la distribution 
des fibres nerveuses IR-SOM, IR-NT et celles de leurs récepteurs respectifs. 
Par contre, cette corrélation est loin d'être parfaite pour les fibres IR-TH, IR
VP, IR-Enk, certaines régions sont riches en peptides et assez pauvres en 
récepteurs (IR-TH, IR-Enk) tandis que d'autres montrent la répartition inverse 
(IR-VP). Il est établi que les différences de répartition entre les fibres 
immunoréactives et les récepteurs, ou "mismatch", selon la formulation anglo
saxonne, proviendraient de problèmes techniques et qu'elles ne traduiraient pas 
obligatoirement une absence de fonctionnalité pour les systèmes mis en 
évidence. De fait, des études électrophysiologiques ont montré, in vivo ou in 
vitro, l'action des différentes substances répertoriées dans notre étude, sur 
l'activité électrique des neurones du SL. 

La SOM est reconnue comme ayant un rôle inhibiteur sur l'activité 
neuronale en général (Epelbaum, 1982). La SOM provoque, sur des neurones 
du SLd enregistrés en intracellulaire sur tranches, une hyperpolarisation et une 
diminution de la résistance membranaire en fonction de la concentration 
appliquée dans le milieu de perfusion (Twery et Gallagher, 1989). Cela aboutit 
à une inhibition de leur activité spontanée. Un autre effet de la SOM va au 
contraire dans le sens d'une modulation positive de l'activité des neurones car 
la SOM diminue la réponse hyperpolarisante produite par les agonistes des 
récepteurs GABA de types A et B (Twery et Gallagher, 1990). Dans le SLml, 
aucune étude de ce type n'a mis en évidence le rôle de la SOM sur l'activité 
électrique des neurones, mais nous pourrions supposer que les effets de la 
SOM soient les mêmes que ceux obtenus dans le SLd. 
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Il n'existe pas de données sur l'action de la NT dans le SL. 
L'action de la TH et plus particulièrement de la dopamine sur les 

neurones des différentes régions du SL est bien documentée. Assaf et Miller 
(1977), par des études réalisées in vivo chez le rat, ont montré que les 
neurones du SL recoivent une influence monosynaptique excitatrice en 
provenance de l'aire AlO de l'aire ventrale tegmentale. Des données contraires 
ont été amenées par des expériences électrophysiologiques réalisées in vivo, 
chez le rat, par Joels et Urban (1985). Ces auteurs reportent que l'application 
iontophorétique de dopamine induit une diminution de l'activité spontanée de 
70% des neurones du SL spontanément actifs. Ces neurones étudiés sont 
principalement localisés dans le SLi et le SLv, donc dans une grande partie du 
SLml. L'action de la dopamine sur les neurones du SL apparaît donc 
complexe. Les données neuroanatomiques récentes de Jakab et Leranth (1993) 
montrent à l'échelle ultrastructurale la présence de NT, mais aussi de SOM, 
dans des terminaisons dopaminergiques, ce qui permet de mieux comprendre 
l'action complexe de la dopamine. Les afférences dopamine/NT et 
dopamine/SOM pourraient avoir deux actions opposées, les afférences 
dopamine/NT provenant du mésencéphale auraient une action excitatrice, alors 
que les afférences dopamine/SOM provenant de l'aire périventriculaire 
hypothalamique auraient une action inhibitrice. 

En ce qui concerne la VP, des études électrophysiologiques, menées chez 
le rat in vivo, ont montré que les applications iontophorétiques de VP avaient 
un effet inhibiteur (Huwyler et Felix, 1980 ; Marchand et Hagino, 1982). Le 
fait que dans ce type d'étude la concentration précise de VP éjectée ne soit pas 
connue est important, si l'on considére que la réponse des neurones du SL 
dépend de la concentration (Raggenbass et coll, 1988 ; Van den Hoof et coll, 
1990a ; Van den Hoof et Urban, 1990). Raggenbass et coll (1988) ont montré 
que 44% des neurones du SL enregistrés en intracellulaire sur tranche sont 
excités par l'application d'une faible concentration de VP. Par contre, 
l'application de concentrations plus élevées de VP provoque une excitation 
initiale suivie d'une diminution, voire même d'un arrêt de la décharge du 
neurone enregistré. Un effet inhibiteur de la VP est cependant observé pour 
8% des neurones du SL testés (Ragenbass et coll, 1987, 1988). Ces auteurs ont 
également montré, par des études pharmacologiques, que cette action de la VP 
s'exerçait via des récepteurs Vl. Joëls et Urban (1982), par des 
enregistrements extracellulaires, réalisés dans le SL de rat in vivo, indiquent 
que la VP contribue à augmenter l'effet excitateur du glutamate. La VP a aussi 
la propriété de réduire l'inhibition induite par les catécholamines dans une 
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sous-population de neurones du SL dont certains appartiennent au SLml (Joels 
et Urban, 1985). Il semblerait donc que les effets de la VP sur les neurones du 
SL soient complexes et impliquent à la fois des excitations et des inhibitions. 
De plus, Van den Hoof et coll (1989b) ont montré que la VP a un rôle 
important dans la mise en place du phénomène de potentialisation à long terme 
dans le SLd. 

Les mécanismes d'action des enképhalines dans le SL sont encore très 
mal connus. Des études réalisées in vivo sur le SL de cobaye ont montré que 
les enképhalines avaient une action inhibitrice (Carette et Poulain, 1982), alors 
qu'elles provoquent chez le rat aussi bien une inhibition qu'une excitation 
(Nayar et coll, 1987). 

Ces résultats montrent que les substances présentes dans les fibres et les 
terminaisons axonales du SL exercent ·des effets variés, mais qu'ils sont en 
majorité inhibiteurs. Cela peut être relié au fait que les contacts établis par les 
terminaisons contenant les substances sont préférentiellement de type 
symétrique, donc de nature inhibitrice. Il peut être supposé que l'ensemble de 
ces afférences exerce un contrôle surtout inhibiteur sur les neurones du SLml, 
qui pourrait s'opposer à l'influence excitatrice transmise par les fibres 
originaires de l'hippocampe. 

II - Neurones à GABA 

La détection des neurones synthétisant le GABA dans le SL a fait l'objet 
de nombreuses études chez le rat, à l'aide d'anticorps dirigés contre la L 
glutamic acid decarboxylase (GAD ; Kohler et Chan-Palay, 1983 ; Panula et 
coll, 1984 ; Mugnaini et Oertel, 1985 ; . Leran th et Frotscher, 1989 ; J akab et 
Leranth, 1990b), ou avec des anticorps dirigés contre le GABA chez le rat 
(Mugnaini et Oertel, 1985 ; Onteniente, 1986, 1987) et chez le cobaye 
(Beauvillain et coll, 1991). Nos résultats sont en accord avec ces diverses 
descriptions ; les neurones GABAergiques ont une distribution hétérogène au 
sein du SL. Les neurones sont essentiellement regroupés dans le SLd et le SLv. 
Leur répartition est plus éparse dans le SLi. Il est intéressant de noter qu'il 
n'existe pas de regroupement particulier dans le SLml, où nous n'observons 
que quelques neurones de taille moyenne. Il a déjà été signalé que, pour Jakab 
et Leran th (1990b ), la plupart des neurones à épines somatiques sont 
immunoréactifs pour la GAD. Chez le cobaye, Beauvillain et coll (1991) ont 
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montré qu'une très forte proportion de neurones GABAergiques étaient la 
cible du tractus enképhalinergique hypothalamo-septal. 

III - Neurones contenant la parvalbumine, la 
calbindin-D28K, et la NADPH-diaphorase, 
innervation enképhalinergique 

La distribution des neurones IR-PV a été décrite dans le septum du rat 
par Alonso et coll (1990). Ces auteurs indiquent que les neurones IR-PV sont 
rares dans le SL. lls sont détectés essentiellement dans le SLd et dans une partie 
du SLv. Chez le cobaye, nous avons observé une distribution similaire. Les 
neurones IR-PV ne représentent donc. pas un échantillon représentatif des 
neurones du SL, tant chez le rat que chez le cobaye. 

L'étude de la distribution des neurones IR-PV dans le septum est 
intéressante, car la PV représente un marqueur fiable des neurones 
GABAergiques dans de nombreuses régions du cerveau (Celio, 1986 ; 
Katsumaru et coll, 1988 ; Kosaka et coll, 1987 ; Freund, 1989 ; Antal et coll, 
1991 ; Kawaguchi et Kubota, 1993). Il apparaît que dans le SL, l'infime 
proportion de neurones IR-PV ne peut en aucun cas caractériser les nombreux 
neurones GABAergiques répartis en abondance sur l'ensemble du SL, tout au 
moins pourraient ils en caractériser une faible sous-population. Il faut signaler 
la coexistence de la PV et de GABA dans les neurones du complexe SM/bdB où 
la PV caractérise les neurones GABAergiques qui sont impliqués dans la 
relation septo-hippocampique chez le rat (Freund, 1989; Leranth et coll, 
1992). Cette différence de répartition entre le SL et le complexe SM/bdB 
suggère que des neurones GABAergiques fonctionnellement différents se 
distinguent par leur contenu en PV. 

Chez le rat, les neurones IR -CaBP sont particulièrement nombreux dans 
le SL (Garcia-Segura et coll, 1984; Freund, 1989; Celio, 1990; Jabab et coll, 
1991b ; Kiss et Patel, 1991). Notre étude montre qu'il en est de même chez le 
cobaye. La répartition interspécifique de la CaBP est quelque peu différente 
dans certaines régions du SL, en particulier dans le noyau stigmoïde, ainsi que 
dans les plans postérieurs où les neurones IR -CaBP forment chez le cobaye une 
bande longeant le noyau septo-fimbrial. De tels arrangements n'ont pas été 
décrits chez le rat. Les neurones à épines somatiques du SLml du rat sont pour 
un grand nombre d'entre eux IR-CaBP, comme l'a indiqué Jakab et coll 
(1991b). 
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Une coexistence entre la CaBP et le GABA a été montrée dans certaines 
populations spécifiques de neurones GABAergiques localisées dans d'autres 
régions du cerveau (Antal et coll, 1991; Gulyas et coll, 1991 ; Freund et 
Gulyas, 1991 ; Toth et Freund, 1992 ; Rogers, 1992 ; Kawaguchi et Kubota, 
1993). Lorsque l'on compare la distribution des neurones IR-CaBP et celle des 
neurones IR-GABA, une telle coexistence, si elle existe, ne devrait concerner 
que les neurones situés dans la partie ventrale du SL. Il apparaît donc, que dans 
le SL, la CaBP n'est pas un marqueur des neurones GABAergiques d'une 
manière générale. 

La détection simultanée des neurones IR-CaBP et des fibres IR-Enk 
indique que ces deux immunoréactivités sont distribuées dans des territoires 
relativement distincts du SL, malgré un recoupement dans des aires 
déterminées, tels le noyau stigmoïde la partie centrale du SLml. 

Les études menées chez le rat par Bredt et coll ( 1991) et Geu la et coll 
(1993) ne montrent aucun marquage ND+ dans le SL. Ceci serait le signe 
d'une différence d'espèce, étant donné le nombre important de neurones ND+ 
présents chez le cobaye, tel que cette étude le montre. Il est également 
surprenant de constater dans le SL la présence de nombreuses fibres ND+. 
Cette particularité est également observée dans le cervelet, au niveau des fibres 
grimpantes qui s'arborisent le long des dendrites des cellules de Purkinje 
(Southam et Garthwaite, 1991). 

La distribution des neurones ND+ se superpose en de nombreuses 
régions du SL à celle des neurones IR-CaBP. La colocalisation de ces deux 
substances est observée dans de nombreuses régions du SL, tels que le noyau 
stigmoïde et le SLml. Cette coexistence entre la CaBP et la ND a également 
été décrite dans l'hypothalamus et particulièrement dans les noyaux 
paraventriculaires et supraoptiques et dans les noyaux magnocellulaires 
accessoires (Alonso et coll, 1992) et dans le striatum (Geula et coll, 1993). La 
signification fonctionnelle de ce type de coexistence reste inconnue. 

Les régions du SL innervées par les fibres enképhalinergiques du tractus 
hypothalamo-septal contiennent des neurones IR-CaBP, des neurones ND+ et 
des neurones colocalisant les deux substances. Dans le noyau stigmoïde et dans 
la partie centrale du SLml, tout particulièrement, nous démontrons que ces 
fibres contactent des neurones IR-CaBP, des neurones ND+, et plus 
occasionnellement des neurones colocalisant les deux substances. 
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Chapitre II 

ETUDE ELECTROPHYSIOLOGIQUE 
ET MORPHOLOGIQUE DES 

NEURONES DU SEPTUM LATERAL 
MEDIO-LA TERAL 



Introduction 

Jusqu'alors, les études électrophysiologiques réalisées dans le SL se sont 
plutôt intéressées au SLd. Cette région a fait l'objet de nombreuses 
investigations, notamment chez le rat, en raison de son implication évidente 
dans le circuit de rétroaction septo-hippocampo-septal. Dans cette espèce, les 
propriétés intrinsèques de base des neurones ont été décrites (Stevens et coll., 
1984), puis les mécanismes d'excitation et d'inhibition post-synaptiques (Joëls 
et Urban, 1984a, b ; Stevens et Cotman, 1986 ; Raggenbass et coll, 1988 ; 
Gallagher et Rasuo, 1989a, b ; V an den Hoof et coll, 1989a ; Van den Roof et 
Urban, 1990 ; Zheng et Gallagher, 1991) et de potentialisation à long terme 
(Stevens et Cotman, 1991 ; Zheng et Gallagher, 1992) ont été documentés. 
Enfin, les mécanismes d'action de divers neurotransmetteurs et neurohormones 
ont été détaillés pour les mêmes neurones (Gallagher et coll, 1984 ; Stevens et 
coll, 1985 ; Joels et coll, 1987a,b; Nayar et coll, 1987 ; Stevens et coll, 1987 ; 
Joels et Gallagher, 1988 ; Twery et Gallagher, 1989, 1990 ; Van den Roof et 
coll, 1989a, 1990a, b ; Rasuo et Gallagher, 1988 ; Rasuo et coll, 1990). 
Récemment, une population neuronale du SLd, caractérisée par des décharges 
rythmiques en bouffées, qui pourraient avoir des implications indirectes dans 
la genèse du rythme théta, a été individualisée (Twery et coll, 1992). La 
plupart de ces études ont été menées sur des préparations de tranches de 
cerveau maintenues en survie 

Chez le cobaye, les études concernant les caractéristiques 
électrophysiologiques des neurones du SL sont peu nombreuses. Leurs 
propriétés membranaires ont été décrites dans des études réalisées in vitro sur 
des tranches de cerveau (Lopez-Bameo et coll, 1985 ; Alvarez de Toledo et 
Lopez-Bameo, 1988) ou sur des cultures de neurones du SL (Castellane et 
Lopez-Bameo, 1991). 

ll n'existe donc que peu de données concernant les propriétés électriques 
des neurones localisés dans le SLi et le SLv et plus particulièrement dans le 
SLml. 

Pour cela, dans une première partie, nous avons décrit les propriétés 
intrinsèques des neurones du SLml, par des enregistrements en intracellulaire 
réalisés de manière conventionnelle en courant-imposé, sur des tranches de 
cerveau 
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La réalisation d'injections intracellulaires de marqueurs tels que la 
peroxydase, le L Y, ou la biocytine, a favorisé une approche nouvelle pour 
l'étude des caractéristiques morphologiques des cellules nerveuses. D'une part, 
ce procédé procure des renseignements remarquables sur la morphologie des 
cellules nerveuses étudiées individuellement, qui s'ajoutent à ceux recueillis par 
les méthodes histologiques classiques. D'autre part, il permet de combiner 
l'analyse morphologique, aussi bien à l'échelle du microscope optique qu'à 
celle du microscope électronique, à l'analyse électrophysiologique, ce qui 
apporte des éléments de premier ordre pour la caractérisation fonctionnelle 
des neurones individuels. TI est ainsi possible de s'interroger sur la corrélation 
entre certaines particularités morphologiques et certaines propriétés 
fonctionnelles des neurones. 

Les études concernant la morphologie des neurones du SL sont assez 
rares. Il faut surtout citer les travaux d'Alonso et Frotscher (1989a, b) 
consacrés, chez le rat, à la description des différents types cellulaires présents 
dans le SL, par des techniques d'imprégnation argentique. Bien que cette étude 
ait décrit pour la première fois la morphologie des neurones du SL, elle 
comporte de nombreuses limitations liées à la technique utilisée. Il n'existait 
pas d'études qui permettaient d'associer les propriétés électriques des neurones 
du SLml à leur morphologie. 

Dans la deuxième partie de notre étude, l'analyse électrophysiologique 
des neurones du SLml a été couplée à celle de leur analyse morphologique par 
la technique d'injection intracellulaire de marqueurs. Nous avons cherché à 
déterminer si à un type électrophysiologique correspondait un type cellulaire 
caractérisé par sa morphologie. Pour cela, des injections intracellulaires de 
marqueurs (peroxydase, L Y, biocytine) ont été réalisées après identification 
des propriétés électriques des neurones. Les neurones injectés ont été observés 
au microscope optique et au microscope électronique. 

Enfin, la troisième partie de ce chapitre concerne la caractérisation 
par immunocytochimie des neurones du SLml après leur identification 
électrophysiologique et morphologique. Le but recherché était de savoir si ces 
neurones étaient la cible du tractus enképhalinergique hypothalamo-septal et 
s'ils étaient IR-CaBP. 
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Résultats 

1. Caractéristiques électrophysiologiques des neurones 
du septum latéral médio-latéral 

1 - Généralités 

Les données électrophysiologiques proviennent d'enregistrements 
réalisés en courant-imposé sur 174 neurones du SLml. Le critère de sélection 
de ces neurones est l'observation d'un potentiel de repos de valeur inférieure 
ou égale à -50 rn V, restant stable pendant une période relativement longue 
pour réaliser l'ensemble des protocoles de stimulation et l'application d'agents 
pharmacologiques (30 min à 2 h). 

Une première catégorie de neurones regroupant deux types cellulaires 
(79,9% du total, n=139), nommés classe A et classe B, se caractérise par 
l'apparition de potentiels d'action (PA) sodiques de forte amplitude, en réponse 
à une impulsion rectangulaire de courant dépolarisant de faible intensité 
appliquée par la microélectrode. La deuxième catégorie de neurones appelée 
classe C (20,1% du total, n=35) se distingue de la précédente par l'apparition 
de PA sodiques de faible amplitude dans les mêmes conditions de stimulation. 

2 - Neurones de classe A et de classe B 

2.1) Propriétés communes aux deux classes 

Les neurones de ces deux classes ne présentent pas de différences 
évidentes quant à leurs propriétés membranaires passives. Le potentiel de 
repos de ces neurones a une valeur moyenne de -61+7mV (moyenne±<J, n=30). La 
résistance membranaire apparente est mesurée au potentiel de repos en 
appliquant des impulsions calibrées de courant par la microélectrode 
d'enregistrement. Sa valeur moyenne est de 78,9±22MQ (moyenne±<J, n=30). 
Cinq neurones ont une activité spontanée au potentiel de repos, qui se 
caractérise par la décharge de PA rapides ayant une valeur supérieure à celle 
du potentiel de repos, et apparaissant de manière aléatoire. 
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Figure 23 : Critères de différentiation des classes A et B des neurones du SLml. A-C. Pour le 
neurone de classe A, l'amplitude des potentiels d'action est réduite et leur durée est augmentée en 
réponse à un~ impulsion de courant dépolarisant de forte intensité (B), par rapport à une impulsion 
d'intensite liminaire (A). Les potentiels d'action subsistent en présence de TTX (potentiel de repos 
-58mV). D-G. Les mêmes réponses sont obtenues sur ce neurone de classe B, mais les potentiels 
d'action sont totalement supprimés sous TTX (F) et ne sont évoqués que lorsque le TEA est ajouté au 
milieu de perfusion (G), potentiel de repos= -66mV. 



2.2) Différences entre les deux . classes 

Les classes A et B se distinguent par le type de réponse obtenu au cours 
de la stimulation directe par l'application de chocs dépolarisants de forte 
intensité alors que la TTX est présente dans le milieu de perfusion (figure 23). 
La TTX (10-6M) a la propriété de supprimer les conductances sodiques et donc 
d'éliminer les PA sodiques. 

Après l'application de TTX, les neurones de classe A (n=103) présentent 
encore des PA haut-seuil caractérisés par une faible amplitude et une durée 
supérieure à celle des PA sodiques enregistrés dans les conditions normales 
(figure 23C). Ces PA ont des vitesses de dépolarisa ti on et de repolarisation 
lentes (tableau 5). La nature calcique des PA insensibles au TIX est démontré 
par l'application de Co++, qui supprime toute réponse (non illustré). 

Les neurones de classe B (n=36), après l'application de TTX, 
n'expriment plus aucune réponse même lorsque sont appliqués des chocs 
dépolarisants de très forte intensité (figure 23F). Des PA haut-seuil de longue 
durée, semblables à ceux enregistrés sous TTX pour les neurones de classe A, 
n'apparaissent que si le TEA (lOmM) est ajouté au TTX dans le milieu de 
perfusion (figure 23G). Ces PA sont également éliminés sous Co++, ce qui 
indique leur nature calcique (non illustré). 

Tableau 5 : Caractéristiques (moyenne±cr) des PA évoqués par des impulsions 
de courant dépolarisant pour les 3 classes de neurones. 

Classe A (n=30) Classe B (n=16) Classe C (n=26) 

lerPA - PA calcique 1er PA 1er PA - PA calcique 

Amplitude 62,2±6,5 20,7±2,2 66,6±4,1 17,5±4,5 31,1±7 

seuil-sommet (rn V) 

largeur au seuil (ms) 2,8±0,3 . 6,6±1,2 2±0,4 5,1±2,5 18,8±6,2 

vitesse de dépolarisation 146,7±33,8 8 ±1,9 171,5±13,9 "' 9,4±2,3 

(mY/ms) 

vitesse de repolarisation -41,1±11,3 -8,7±2,4 -88,1±19,2 "' -6,9±1,7 

(mY/ms) 

"1er PA" correspond aux PA produits par une stimulation liminaire. "PA caléique" correspond 

au PA de grande amplitude, insensible au TIX, observé en milieu normal. 
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Figure 24: Exemples de décharges de 3 neurones de classe A. A-1. Réponses d'un même neurone 
(potentiel de repos- 66 rn V) à des impulsions de courant dépolarisant d'intensité croissante (A,-C, E
G). Notez la réduction d'amplitude et l'augmentation de la durée des potentiels d'action par les fortes . 
intensités de stimulation, ainsi que l'apparition de potentiels d'action purement calciques (pointes de 
flèches en G ). E-H et F-I représentent la réponse du neurone à des stimulations d'intensité 
semblable, en milieu normal et en milieu contenant du Co++. En F-1, la participation des 
conductances calciques à la genèse des potentiels d'action est évidente. Le graphique D indique 
l'évolution du temps de montée des potentiels d'action successifs en fonction de l'intensité des 
impulsions en milieu contrôle et en présence de Co++. Les valeurs sont mesurées pour chaque 
potentiel d'action des 5 décharges représentées par les différents symboles. Pour un autre neurone 
(potentiel de repos - 65 rn V) des épaulements apparaissent sur la phase de repolarisation des 
potentiels d'action, déclenchés par une dépolarisation continue. Deux traces sont superposées, les 
réponses obtenues en milieu contrôle sont indiquées par des pointes de flèches. Les épaulements sont 
supprimés sous Co++ (astérisque). (K) Pour un autre neurone (potentiel de repos - 55 mV), un 
potentiel dépolarisant retardé de longue durée apparaît dans la phase de repolarisation du potentiel 
d'action, suite à une impulsion de courant dépolarisant modérée. 



2.3) Décharges répétitives des neurones de classe A 

2.3.1) Observations en milieu normal 
La stimulation directe des neurones de classe A par une impulsion de 

courant dépolarisant d'intensité liminaire entraîne l'apparition d'un ou de deux 
PA rapides d'amplitude supérieure à celle du potentiel de repos (figure 23A, 
24A). Lorsque les neurones sont stimulés par des impulsions de courant 
dépolarisant d'intensité croissante, les PA voient leur forme et leur amplitude 
se modifier progressivement. Ce phénomène, visible sur la figure 23B, est 
également bien illustré sur la figure 24A-I. Lorsque l'intensité de l'impulsion 
dépolarisante augmente, le nombre de PA évoqués augmente en conséquence. 
Cependant, alors que le premier PA conserve sa pleine amplitude et présente 
une durée brève, les PA qui lui succèdent perdent progressivement en 
amplitude, avant d'atteindre une amplitude qui restera constante pour tous les 
PA de la décharge. Parallèlement, les PA deviennent plus larges. Si une 
impulsion dépolarisante d'amplitude forte et de longue durée est appliquée 
(figure 24G), les PA plus petits et plus larges sont eux-mêmes suivis de PA 
dont la vitesse de dépolarisation, très lente, les rend comparables aux PA 
obtenus sous TTX (comparer les figures 24G et 23C). Ces PA sont supprimés 
par le Co++ (non illustré), ce qui confirme leur nature purement calcique. 

Au cours de leur décharge répétitive, les PA montrent une vitesse de 
dépolarisation qui évolue dans le sens d'une diminution. Les mesures de ce 
paramètre, présentées sous forme de graphique dans la figure 240, montrent 
que la diminution de la vitesse de dépolarisation des PA successifs s'effectue en 
rapport avec l'intensité de l'impulsion dépolarisante et avec la position du PA 
dans la décharge. 

2.3.2) Observations en milieu cobalt 
L'intervention des conductances calciques dans la genèse des PA des 

neurones de classe A a été étudiée au cours de leur stimulation directe par 
l'application d'impulsions de courant dépolarisant, en remplaçant les ions Ca++ 
du milieu de perfusion par une concentration identique d'ions Co++. Une 
expérience représentative est illustrée par la figure 24, qui montre la réponse 
d'un même neurone en milieu normal (figure 24E, F) et en milieu Co++ 
(figure 24H, 1). Le temps d'application du Co++ est ici suffisamment long pour 
pouvoir conclure que les PA qui subsistent (figure 24H, 1) sont de nature 
sodique. 
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La première observation, réalisée au cours de l'application d'une 
impulsion d'amplitude modérée en milieu Co++, montre que le nombre de PA 
a augmenté (comparer les figures 24E et 24H). Ce phénomène est directement 
interprétable par une réduction de la durée du potentiel tardif hyperpolarisant 
(AHP) succédant au PA, qui comporterait une composante calcique. Il s'agit 
vraisemblablement d'un AHP potassique dépendant du Ca++ (Blatz et Magleby, 
1987). 

La seconde observation, réalisée au cours de l'application d'une 
impulsion de plus forte amplitude, montre que les PA de nature sodique qui 
subsistent après une application prolongée de Co++ subissent une réduction 
drastique de leur amplitude, qui conduit à leur suppression totale (figure 241). 
Cette observation a deux conséquences : 

- premièrement, elle montre que les ions Ca++ sont une composante 
essentielle des PA (en milieu normal) lors de l'application d'une impulsion de 
forte amplitude ; 

- deuxièmement, elle montre que dans les mêmes conditions, le 
composant sodique des mêmes PA subit une inactivation qui tend à limiter le 
taux de décharge en réponse à une forte dépolarisation. Le terme inactivation 
est employé ici en référence à Castellano et coll (1991), qui l'ont utilisé pour 
expliquer le phénomène, déjà observé dans le SLd du cobaye (Lopez-Bameo et 
coll, 1985 ; Alvarez de Toledo et Lopez Bameo, 1988). Par des mesures en 
voltage-imposé sur des neurones dissociés du SL de cobaye, Castellano et coll 
(1991) ont en effet montré que l'inactivation de la conductance sodique 
présentait une composante qui nécessitait un temps extrêmement long pour se 
dé-inactiver (c'est à dire au canal sodique pour passer de l'état inactivé non 
disponible à l'état fermé disponible), lorsque la membrane était dépolarisée 
(voir leur figure 6). D'après ces auteurs, lors de la genèse d'un train de PA, 
l'amplitude et la fréquence de ces derniers sont réduites car le nombre de 
canaux sodiques disponibles est fortement diminué. 

Qu'un influx de Ca++ intervienne pendant la phase de dépolarisation du 
PA est démontré par la mesure de la vitesse de dépolarisation des PA en milieu 
normal et en milieu Co++ (figure 240). Sous Co++, les PA (sodiques) qui se 
succèdent en réponse à une impulsion dépolarisante présentent un temps de 
montée qui diminue progressivement, fait qui ne peut être attribué qu'au seul 
phénomène d'inactivation sodique. En milieu contrôle, la diminution du temps 
de montée du PA est plus accentuée que celle observée en milieu Co++. La 
vitesse de dépolarisa ti on plus lente des PA en milieu normal montre bien 
qu'une conductance calcique intervient dans la genèse des PA. 
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Figure 25: Exemples de décharge de 2 neurones de classe A. A. Au potentiel de repos(- 63 mV), 
décharge tonique en milieu contrôle. B. En présence de Co++, un seul potentiel d'action apparaît 
suite à l'application d'impulsions de courant dépolarisant de même intensité. C. Dans les mêmes 
conditions qu'en B, l'application d'une impulsion de courant hyperpolarisant de faible intensité est 
efficace pour déclencher l'apparition d'un potentiel d'action. D. Dans une autre cellule (potentiel de 
repos - 55 mV), lorsqu'une impulsion de courant de longue durée est appliquée; une atténuation 
rapide des potentiels d'action est observée alors qu'un potentiel d'action calcique est déclenché 
(caractérisé par son temps de montée de llmV/ms, pointe de flèche). Ce potentiel d'action est suivi 
d'un post-potentiel hyperpolarisant d'amplitude suffisante pour engendrer une décharge de potentiels 
d'action, camctérisés par un temps de montée plus mpide (26 à 36 mV/ms). 



D'autres exemples suggèrent également une forte participation du Ca++ 
au cours de la phase de repolarisation des PA (figure 24J-K). Dans un premier 
exemple (figure 24J), des PA successifs, déclenchés par une dépolarisa ti on 
continue, deviennent progressivement plus larges, alors qu'un épaulement 
àpparaît sur leur phase de repolarisation. L'application de Co++ supprime 
l'épaulement, ce qui indique la participation d'ions Ca++ dans la phase de 
repolarisation du PA. Dans un second exemple (figure 24K), suite à une 
impulsion dépolarisante modérée, la participation des ions Ca++ dans la phase 
de repolarisation du PA est rendue évidente par la présence d'un potentiel 
dépolarisant retardé de longue durée. 

En conclusion, pour les neurones de classe A stimulés par à une 
impulsion dépolarisante de forte amplitude, la décharge répétitive des PA n'est 
possible que grâce à l'intervention de courants calciques entrants, qui viennent 
compenser un phénomène d'inactivation des conductances sodiques qui 
mènerait, sans cette intervention, à une impossibilité pour ces neurones de 
décharger de manière tonique. 

2.4) Intervention de I'AHP dans les décharges répétitives des 
neurones de classe A 

Pour un petit nombre de neurones (n=6), alors qu'une décharge tonique 
est observée dans des conditions normales en réponse à l'application d'une 
impulsion dépolarisante (figure 25A), un seul PA subsiste lorsque le Co++ est 
appliqué dans le milieu de perfusion (figure 25B). Si l'on produit une brève 
impulsion hyperpolarisante au cours de l'impulsion dépolarisante, un PA est 
observé en rebond à la fin de l'impulsion hyperpolarisante (figure 25C). Cela 
suggère, qu'en condition normale, l'ARP succédant au PA a une amplitude 
suffisante pour permettre aux conductances sodiques d'être dé-inactivées et, en 
conséquence, de déclencher un nouveau PA. Au contraire, sous Co++, l'ARP 
est fortement réduit - ce qui a été montré plus haut - et le processus de dé
inactivation ne peut se produire. Comme ce phénomène n'est observé que pour 
un petit nombre de neurones, il est probable que ceux-ci présentent une 
inactivation sodique particulièrement importante. 

Il a été montré précédemment (figure 24G) que des PA purement 
calciques apparaissent au cours de l'application d'une impulsion dépolarisante 
prolongée de forte intensité. Dans un exemple comparable (figure 25D), 
l'apparition du PA purement calcique permet aussitôt de déclencher une 
décharge tonique de PA rapides. Il faut supposer que le PA calcique déclenche 
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Figure 26 : Propriétés électriques qe 2 neurones de classe B (potentiel de repos -72 rn V). A. 
Décharge tonique obtenue lors de l'application d'impulsions de courant dépolarisant d'intensité 
modérée. B. Une impulsion de courant d'intensité plus importante produit une diminution de. 
l'amplitude des potentiels d'action jusqu'à disparition de la décharge. C. Une rectification transitoire 
sortante est obtenue lorsqu'une brève impulsion de courant hyperpolarisant est appliquée au potentiel 
de repos(- 57 mV, pointe de flèche) de cet autre neurone. 



un AHP d'amplitude suffisante pour dé-inactiver les conductances sodiques. 
Ces observations indiquent que le processus d'inactivation, qui tend à limiter la 
décharge tonique des neurones de classe A, est voltage-dépendant. 
L'hyperpolarisation membranaire produite, soit par une impulsion 
hyperpolarisante, soit par l'AHP, conduit à raccourcir la période pendant 
laquelle les conductances sodiques sont sous un état non disponible. 

2.5) Décharges répétitives des neurones de classe B 

Cette étude est réalisée dans les mêmes conditions que pour les neurones 
de classe A. 

Pour 16 neurones, dont un exemple typique est illustré par la figure 
23D-G, en réponse à une impulsion de courant dépolarisant d'intensité 
liminaire, une décharge régulière de PA est observée. L'augmentation de 
l'intensité de l'impulsion produit des décharges semblables à celles observées 
pour les neurones de classe A. Un premier PA rapide et de courte durée est 
suivi par un train de PA plus lents et de durée plus longue. La décharge est 
empêchée par l'inactivation sodique et il s'avère que le Ca++ participe à la 
genèse de ces PA en raison, d'une part, de leur faible vitesse de dépolarisation 
(figure 23E) et d'autre part, de leur évolution sous Co++ (non illustré). 
Cependant, la différence essentielle par rapport à la classe A est qu'aucun PA 
purement calcique n'apparaît sous TTX (figure 23F), ni dans des conditions 
normales lorsqu'une impulsion dépolarisante prolongée de forte intensité est 
appliquée (non illustré). 

Pour 20 autres neurones (figure 26A-C), les neurones présentent des PA 
sodiques dont l'amplitude diminue progressivement. La configuration de 
décharge obtenue (figure 26B) peut être expliquée par l'existence d'une 
inactivation sodique non accompagnée d'une participation de courants calciques 
dans la genèse des PA. 

2.6) Rectification entrante (anormale) 

La plupart des neurones de classe A et B montrent, en réponse à. 
l'application d'impulsions de courant hyperpolarisant, une hyperpolarisation de 
la membrane qui décroît bien que l'échelon de courant soit maintenu constant. 
La dépression de la réponse électrotonique s'accompagne d'un rebond 
dépolarisant à la cessation de l'impulsion (figure 27 A, B). Ces phénomènes 
traduisent l'existence d'une rectification anormale dite "dépendante du temps", 
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Figure 27 : Démonstration de la rectification anormale pour 2 neurones de classe A (A, potentiel de . 
repos- 54mV; B, potentiel de repos- 61mV) et pour un neurone de classe C (D, potentiel de repos 
-67mV). A, B, D. Les réponses électrotoniques obtenues suite à l'application d'impulsions de 
courant hyperpolarisant montrent, au bout d'un certain temps, une forte réduction qui s'accompagne 
d'un rebond dépolarisant dès la cessation de l'impulsion. Ces phénomènes sont insensibles à 
l'application de Ba++ (A), mais la réponse électrotonique est rétablie lors de l'application de Cs+ (B, 
D). C. Cour~es courant-voltage obtenues à partir des enregistrements B et D. Les mesures sont 
effectuées au début , puis pendant la période stable de la réponse électrotonique de la membrane. Les 
courbes réalisées montrent l'existence d'une rectification dépendante du temps. Par leur non-linéarité, 
lorsque les mesures sont réalisées en milieu normal, les mêmes courbes montrent l'existence d'une 
rectification instantanée. Notez l'effet du Cs+ (triangle) qui supprime les deux types de rectification. 



qui est illustrée par le graphique de la figure 27C. Sur ce graphique, sont 
représentées les mesures courant-voltage réalisées peu après le début de 
l'application de l'impulsion hyperpolarisante et plus tard pendant la dépression 
de la réponse électrotonique, au cours d'une séquence d'impulsions de valeur 
croissante. L'examen individuel des différentes courbes montre en outre que 
les tracés ne sont pas linéaires et qu'une augmentation de la conductance 
membranaire s'établit alors que les impulsions hyperpolarisantes croissent en 
amplitude. Cette observation suggère l'existence d'une autre forme de 
rectification anormale dite "instantanée". La rectification "dépendante du 
temps" n'est pas supprimée lorsque les ions Ca++ du milieu de perfusion sont 
remplacés par des ions Ba++ (figure 27 A). Elle n'est pas supprimée non plus, 
lors de l'application de TTX, de TEA ou de Co++ (non illustré). Au contraire, 
elle disparaît pendant l'application de Cs+ (figure 27B). L'application de Cs+ a 
deux autres conséquences : l'atténuation du rebond dépolarisant à la cessation 
de l'impulsion (figure 27B) et la suppression de la rectification anormale de 
type instantané (non illustré). Le fait que la rectification soit bloquée par le 
Cs+ mais soit insensible au Ba++ suggère qu'elle est portée par les ions K+ et 
Na+ (Halliwel et Adams, 1982). 

2. 7) Rectification sortante transitoire 

Pour mettre en évidence la rectification sortante transitoue, des 
impulsions brèves de courant hyperpolarisant ont été appliquées aux neurones 
de classe A et B, maintenus à un potentiel de membrane plus positif que le 
potentiel de repos. Pour 8 neurones des 2 classes, à la fin du choc de courant 
hyperpolarisant, le retour du potentiel de membrane au niveau de base 
s'effectue d'abord de manière normale avant d'être considérablement freiné et 
de nécessiter plusieurs dizaines de ms avant de retrouver sa valeur initiale. Ce 
phénomène est illustré pour un neurone de classe B (figure 26C) L'application 
de 4-AP ne supprime pas ce phénomène, qui est dû vraisemblablement à 
l'intervention d'un courant potassique de· type A résistant à la 4-AP (Rudy, 
1988). 
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Fieure 28 :Exemples de décharges de 2 neurones de classe C. A-F. correspondent à un même 
neurone (potentiel de repos - 63 rn V). A. En milieu contrôle, une impulsion de courant dépolarisant 
de faible intensité déclenche un potentiel d'action rapide de faible amplitude. B. Une impulsion de 
courant dépolarisant de plus forte intensité déclenche une décharge répétitive de potentiels d'action de 
grande taille, l'un présentant un double pic. Ces grands potentiels d'action sont suivis de post
potentiels hyperpolarisants développés. C. En présence de TIX, le petit potentiel d'action disparaît 
alors que les grands potentiels d'action subsistent. D. Ces potentiels d'action résistants au TIX sont 
supprimés lorsque le Ca++ est remplacé par le Co++. E. Lorsqu'une impulsion dépolarisante de 
faible intensité (1) est appliquée au même neurone, en milieu normal, le petit potentiel d'action est 
suivi par d'un potentiel dépolarisant lent. Une augmentation légère de l'intensité de la stimulation 
induit une augmentation de l'amplitude du poteritiel.dépolarisant lent (2) pour atteindre le seuil de 
déclenchement d'un potentiel d'action calcique (3), présentant parfois un double pic (4). F. Réponse 
du même neurone, avec une autre échelle de temps, pour visualiser le post-potentiel hyperpolarisant à 
la cessation de l'impulsion. Le potentiel de repos est indiqué par la ligne pointillée. G. Pour un autre 
neurone (- 57 rn V), l'application d'une impulsion de courant de faible intensité engendre un potentiel 
d'action rapide de faible amplitude. H. En augmentant l'intensité, un potentiel dépolarisant lent 
(pointe de flèche) apparaît sur la phase de repolarisation du petit potentiel d'action. Un grand potentiel 
d'action calcique présentant un post-potentiel hyperpolarisant développé, est déclenché. 1, J. Sur le 
même neurone, lorsque l'on augmente l'intensité de la stimulation, une décharge répétitive de 
potentiels d'action calciques est déclenchée. Notez la présence d'un potentiel dépolarisant lent qui 
s'inactive (pointe de flèche), ou qui atteint le seuil de déclenchement d'un potentiel d'action calcique 
(J). K. La nature calcique de ces potentiels d'action est vérifiée sous Co++. 



3 - Neurones de classe C 

3.1) Propriétés générales 

Les potentiels de repos des neurones de classe C (n=35) ont une valeur 
moyenne de -60±6,9mV (moyenne±cr, n=20). Leur résistance membranaire 
apparente, mesurée au potentiel de repos, a une valeur moyenne de 117+59MQ 
(moyenne±cr, n=31). 

3.2) Décharges répétitives des neurones de classe C 

3.2.1) Observations en milieu normal 
Au potentiel de repos, des impulsions de courant dépolarisant de faible 

intensité provoquent l'apparition d'un seul (figures 28A, G, 30B) ou très 
rarement de plusieurs (figure 29A) PA rapides de 2 à 10 ms de durée (5,1±2,5 
ms, moyenne±cr, n=26) et de 8 à 25 mV d'amplitude (17,5+4,5 mV, moyenne±cr, 

n=26). L'application d'impulsions dépolarisantes d'intensité croissante fait 
apparaître une décharge répétitive de PA plus lents et plus larges dont les 
durées et des amplitudes sont plus élevées, de 10 à 35 ms (18,8+6,2 ms, 
moyenne±cr, n:26) et de 20 à 45 mV (31,1±7 mV, moyenne±cr, n=26) 
respectivement. La décharge typique consiste donc en un premier PA rapide de 
faible amplitude, suivi d'une bouffée de PA larges et amples (figures 28B, F, 
29A, 30C, tableau 5). Ces derniers peuvent présenter des double pics et sont 
suivis par des AHP prononcés (figures 28B, 30C). Une phase prononcée 
d'hyperpolarisation se développe également à la fin de l'application des chocs 
dépolarisants (figure 28F). 

Pour 21 neurones, l'application d'impulsions dépolarisantes peut 
occasionner non seulement l'apparition de deux types distincts de PA, mais 
aussi de potentiels dépolarisants lents d'amplitude et de durée variable. lis sont 
observés sur la phase de repolarisation des PA rapides, leur amplitude croît 
graduellement à chaque augmentation de l'intensité des impulsions de courant 
(figure 28E). Ces potentiels dépolarisants lents peuvent être également 
observés seuls en réponse à un choc dépolarisant : ils sont inactivés après une 
phase plateau brève (figure 28H, 1) ou ils atteignent le seuil de déclenchement 
de PA larges (figure 28J). 
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Figure 29: Actions du TEA sur un neurone de classe C (potentiel de repos=- 62 mV) .. A. En 
réponse à une impulsion de courant dépolarisant, ce neurone produit 2 potentiels d'action rapides de 
faible amplitude, le second déclenchant un potentiel d'action calcique (flèche). B. Sous TEA, le 
potentiel d'action calcique est plus ample et plus large, tandis que le premier potentiel d'action 
(sodique) est suivi d'un potentiel dépolarisant (pointe de flèche). C. Une minute plus tard, les deux 
phénomènes sont accentués. D. La nature calcique des potentiels d'action est vérifiées sous Co++, 
seuls ne subsistent que les potentiels d'action rapides de faible amplitude. 



3.2.2) Spécificité ionique . 
Afin de déterminer la spécificité ionique des courants responsables de la 

genèse des PA rapides et lents, l'application de TIX (n=5), de Co++ (n=13), et 
de TEA (n= 1 0) a été réalisée. 

-TTX-
Comme l'indique la figure 28C, l'application de ITX (1Q-6M) dans le 

milieu de perfusion supprime les PA rapides, alors que les PA lents ne sont 
pas touchés. Les PA rapides dépendent donc de conductances sodiques. 

-Co++-
Le remplacement équimolaire du Ca++ par le Co++ provoque la 

disparition de la décharge répétitive des PA lents (figure 28D) et supprime les 
potentiels dépolarisants lents (figure 28K). Ces deux phénomènes sont donc de 
nature calcique (voir aussi la figure 29 D). 

-TEA-
L'implication des conductances K+ dans la genèse des PA sodiques et 

calciques a été envisagée au cours de l'application de TEA (lOmM) dans le 
milieu de perfusion. Cela provoque une augmentation de l'amplitude des PA 
calciques (figure 29 A-C) et généralement une disparition des doubles pics 
(non illustré). Dans le cas du neurone illustré par la figure 29, l'application de 
TEA provoque également l'apparition d'un potentiel dépolarisant lent sur la 
phase de repolarisation du premier PA sodique (figure 29B). Progressivement, 
l'administration de TEA induit une augmentation de l'amplitude du potentiel 
dépolarisant lent, jusqu'au déclenchement d'un PA lent (figure 29C). 
L'application de Co++ supprime tous les événements de nature calcique : PA 
lents et potentiels dépolarisants (figure 29D) et il subsiste une succession de PA 
sodiques de faible amplitude. Cela suggère que les conductances K + participent 
à la repolarisation des PA calciques et sodiques. 

3.3) Rectification entrante (anormale) 

Presque tous les neurones de classe C présentent une dépression 
prononcée de leur réponse électrotonique, en réponse à l'application 
d'impulsions de courant hyperpolarisant. Cette dépression s'accompagne d'un 
rebond dépolarisant observé avant la cessation de l'impulsion (figure 27D, 
30E). Ce phénomène est identique à celui décrit pour les neurones de classe A 
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Figure 30 : Actions de la bicuculline sur un neurone de classe C. 
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A. Tracés supérieurs : enregistrement réalisé au potentiel de repos (- 58 rn V) pour montrer la 
suppression des potentiels post-synaptiques après l'application de bicuculline (Bic) dans le milieu de 
perfusion. L'effet est réversible. L'interruption dans le tracé est de 7 min. Tracés inférieurs : détails 
élargis des trois séquences extraites du tracé supérieur, pour montrer les potentiels post-synaptiques 
dont certains atteignent le seuil de déclenchement de petits potentiels d'action sodiques (astérisques). 
Des potentiels d'action calciques de grande amplitude sont également produits (astérisques sur les 
tracés supérieurs). B, C. Réponses du même neurone, en milieu contrôle pour démontrer son 
appartenance à la classe C. Un des potentiels d'action de grande amplitude présente un double pic. D, 
E. L'application de Bic provoque une réponse inhabituelle, à la fois pour le potentiel d'action de 
grande amplitude, qui culmine en un plateau présentant plusieurs pics, et pour les potentiels d'action 
rapides de faible amplitude, qui sont obtenus de manière répétitive (comparez B etE). La rectification 
anormale est apparente en E. 



et B et correspond à une rectification anormale "dépendante du temps", 
illustrée par une courbe courant-voltage sur la figure 27C. De plus, les 
neurones de classe C présentent également des rectifications anormales 
"instantanées". Les deux types ·de rectification sont abolies par le Cs+ (figure 
27 C, D). 

3.4) Potentiels post-synaptiques 

Au potentiel de repos, 20 neurones présentent des potentiels 
dépolarisants spontanés d'amplitude avoisinant lOmV (figure 30A). Ces 
potentiels présentent parfois un décours multiphasique. Ils peuvent donner 
naissance, lorsque leur seuil de déclenchement est atteint, à des petits et des 
grands PA, respectivement de nature · sodique et calcique. Ces potentiels 
dépolarisants spontanés correspondent probablement à des événements 
synaptiques (potentiels post-synaptiques) d'autant plus qu'ils sont totalement 
supprimés par la TTX (non illustré). Les effets de la bicuculline ont été testés 
sur 3 de ces neurones. L'application de bicuculline supprime complètement et 
de manière réversible les potentiels dépolarisants spontanés (figure 30A). Ces 
observations indiquent que les potentiels dépolarisants spontanés correspondent 
à des potentiels inhibiteurs post-synaptiques provoqués par le GABA. Ils sont 
observés ici comme des événements dépolarisants à cause de l'utilisation de 
microélectrodes contenant du KCl. En réponse à des impulsions de courant 
dépolarisant, le même neurone (figure 30B, C) présente une décharge typique 
des neurones de classe C. L'application de bicuculline induit la genèse d'une 
décharge répétitive de petits PA sodiques, qui ne sont pas observés en milieu 
normal et produit un PA calcique inhabituel à plusieurs pics (figure 30D, E). 

II. Caractéristiques morphologiques des neurones du 
septum latéral médio-latéral 

1 - Analyse à l'échelle du microscope optique 

1.1) Généralités 

64 neurones du SLml, identifiés de manière électrophysiologique, ont 
été observés à l'échelle du microscope optique, après injection intracellulaire 
de peroxydase (n=48) ou de biocytine révélée par l'avidine couplée à la 

-71-



Fh:ure 31 : Résultats d'injections intracellulaires de peroxydase (A, B) ou de biocytine (C, D) pour 
des neurones du SLml identifiés sur le plan électrophysiologique, à partir de coupes frontales. Ces 
deux marqueurs permettent d'obtenir des images comparables au microscope optique. A, C, D. 
Neurones de classe A. B. Neurone de classe C. L'axone (pointe de flèche) et les "boutons en 
passant" sont clairement visibles (D). Les flèches pointent les troncs dendritiques élargis à la base. 
VL: ventricule latéral. Barres de calibration: 100 ~· 
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peroxydase (n=16). Une injection intracellulaire unique peut dans certains cas 
conduire à un marquage multiple. Celui-ci est dû le plus souvent à un mauvais 
empalement de la cellule et/ou à une perte inopinée de la cellule au cours de 
l'injection. Cela aboutit à une extrusion du marqueur hors de la cellule. ll peut 
alors être capté par endocytose par les cellules voisines et produire un 
marquage multiple suite à une seule injection. 

Tableau 6 : Nombre de cellules injectées pour l'analyse morphologique 

SIMPLE MARQUAGE MARQUAGE MULTIPLE 

PEROXYDASE 

Microscopie optique 21 10 
Microscopie électronique 7. 10 

TOTAL 28 20 
BIOCYTINE 

Microscopie optique 8 7 
Microscopie électronique 0 1 

TOTAL 8 8 

TOTAL 36 28 

Ces marquages multiples peuvent également résulter du passage du 
traceur d'un neurone à l'autre par des jonctions de type "gap". Ces jonctions, 
appelées également jonctions communicantes, relient directement le cytoplasme 
de deux cellules adjacentes par le biais de canaux. Ces jonctions communicantes 
sont présentes en forte densité au niveau des synapses électriques et permettent 
le couplage électrique, le couplage métabolique et le transfert de seconds 
messagers entre les cellules couplées. Seuls les traceurs de faible poids 
moléculaire peuvent traverser ce type de jonctions. Le L Y remplit 
parfaitement cette condition avec un poids moléculaire (PM) de 457 daltons 
(Stewart, 1978) et il a d'ailleurs été utilisé pour montrer l'existence de 
jonctions électrotoniques entre les neurones du SLd (Phelan et coll, 1993). De 
même, la biocytine (PM = 372 daltons) peut également traverser les jonctions 
"gap" (Horikawa et Armstrong, 1988 ; Smith et Armstrong, 1990 ; Goddard et 
col11991), contrairement à la peroxydase (PM= 40000 daltons). Comme il est 
très difficile de distinguer, dans le cas de marquages multiples, quelle est la 
cellule injectée et donc identifiée par ses propriétés électrophysiologiques, les 
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expériences qui ont conduit à ce type de marquage (28 neurones) n'ont pas été 
prises en considération (tableau 6). 

Notre analyse morphologique est donc basée sur 36 neurones. 
L'utilisation des deux marqueurs permet l'obtention d'images comparables lors 

· de l'analyse microscopique des neurones injectés (figure 31). Parmi ces 
neurones, 32 présentent des propriétés électrophysiologiques permettant de les 
classer dans l'une des trois catégories décrites précédemment (tableau 7) : 23 
appartiennent à la classe A (figure 31A, C, D) et 9 appartiennent à la classe C 
(figure 31B). Les propriétés électrophysiologiques des 4 autres neurones 
injectés n'ont pas pu être établies, car les critères permettant de conclure à un 
bon empalement n'étaient pas remplis. Il est surprenant de constater qu'aucun 
neurone simplement marqué n'appartient à la classe B. Ceci est probablement 
lié à un problème d'échantillonnage, les neurones de classe B constituant la 
population la moins importante. En fait, parmi les 64 neurones injectés, 5 
neurones identifiés par leurs propriétés électrophysiologiques appartiennent à 
la classe B. Comme l'injection intracellulaire de ces neurones a donné lieu à 
des doubles marquages, il n'a pas été possible d'identifier précisement le 
neurone de classe B. Ces cellules n'ont donc pas été prises en considération 
dans notre analyse morphologique. 

Les 32 neurones caractérisés et injectés sont localisés dans le SLml 
(figure 32). 

Tableau 7 : Répartition des cellules simplement marquées selon leur classe 
électrophysiologique. 

CLASSES 

A c 
PEROXYDASE (n=28) 
Microscopie optique 14 7 

Microscopie électronique 6 1 

10TAL 20 8 

BIOCYTINE (n=8) 
Microscopie optique 3 1 

TOTAL 23 9 
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Figure 32 : Dessins réalisés à la chambre claire des profils neuronaux des neurones de grande taille 
(A) et des neurones de petite taille (B) après injection intracellulaire de peroxydase ou de biocytine. 
Al. Première sous-population, A2. deuxième sous-population, A3. troisième sous-population des 
neurones de grande taille. Trente deux de ces neurones sont identifiés comme appartenant à l'une des 
classes électrophysiologiques ( o : classe A, • : classe C). La localisation des neurones est représentée 
sur une coupe frontale du SL. Barre de calibration : 40 Jlill. 
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1.2) Caractéristiques somato-dendritiques. 

Les neurones injectés sont reconstruits grâce à des dessins réalisés à la 
chambre claire au grossissement 40, à partir de coupes de 40 Jlm. 

Malgré l'apparente diversité des profils neuronaux (figure 32), 2 
populations cellulaires ont pu être individualisées. Le critère de distinction 
choisi est la taille du péricaryon : 30 neurones présentent un péricaryon de 
grande taille et 6, un péricaryon de petite taille. 

1.2.1) Neurones de grande taille 
Cette population neuronale est constituée de 30 neurones caractérisés par 

un péricaryon de grande taille (longueur: 23,9±l,7Jlm ; largeur: 14,7±2,2Jlm, 
moyenne±cr, n=30). Parmi ces 30 neurones, 3 sous-populations ont pu être 
individualisées en fonction de critères morphologiques particuliers (figure 
32A). Les principales caractéristiques de ces neurones sont répertoriées dans le 
tableau 8. 

- Première sous-population -
Le groupe cellulaire prédominant (n=20) est constitué de neurones ayant 

un corps cellulaire de grande taille, de forme ovoïde ou globulaire (longueur : 
25,0±4,4J...Lm; largeur 15,0±2,5Jlm, moyenne±cr, n=20) d'où émergent 2 à 5 
dendrites. Les profils de ces cellules sont représentés sur la figure 32At. 
Treize de ces neurones appartiennent à la classe A et 7 à la classe C (figure 
32At). 

Ces 20 ·cellules présentent deux caractéristiques morphologiques 
particulières. 

La première particularité est la présence de troncs dendritiques (ou 
dendrites primaires) élargis à la base jusqu'à atteindre une largeur de 4 à 8 Jlm 
(figures 33, 34A-B). Ces élargissements sont généralement dépourvus d'épines 
dendritiques. Pour 5 cellules, les troncs dendritiques élargis se prolongent sur 
une distance d'environ 60 Jlm avant de se ramifier en dendrites secondaires 
(figure 33). Ces cellules présentent donc un aspect pédonculé. Les dendrites 
primaires sont très épaisses sur toute leur longueur jusqu'à la bifurcation où 
elles se subdivisent en dendrites secondaires, généralement plus fines. Une 
cellule de cette sous-population (figure 35A) a une morphologie particulière 
qui la fait ressembler à une cellule "pieuvre". C'est une grande cellule avec 
plusieurs dendrites primaires orientées dans une seule direction. Les dendrites 
primaires des autres cellules se ramifient en dendrites secondaires soit à 
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Figure 33 :Dessin réalisé à la chambre claire de 2 neurones marqués par injection intracellulaire de 
peroxydase et dont les microphotographies sont présentes sur la figure 34. Ces neurones sont des 
neuro~es de ~ra~de ta~lle e~ ap?artiennent à !a classe C (A) et à la classe A (B). Notez la présence de 
dendrites pnma1res elargies a la base (fleche). La pointe de flèche indique l'axone. Barre de 
calibration : 50 J..UTI. 

Figure 34 : Principales caractéristiques morphologiques des neurones de grande taille, injectés par 
la peroxydase. A, B. Ces neurones de classe C (A) et de classe A (B), dessinés sur la figure 33, 
présentent un élargissement de leur dendrite primaire (flèche), qui donne au corps cellulaire un aspect 
pédonculé. C, D. Fragments dendritiques de deux autres neurones, illustrant la diversité 
morphologique des épines. E. Exemple d'un autre neurone de classe A, présentant un tronc 
dendritique élargi à la base (flèche) et des épines somatiques (petites flèches). L'axone est également 
visible (pointe de flèche). F. Illustration du plexus axonique du neurone présenté en E. Notez la 
présence de nombreuses collatérales pourvues de "boutons en passant" (petites pointes de flèche). Un 
fragment d'axone de projection est visible (grande pointe de flèche). Les coupes A, B, C, E, et Font 
été contrecolorées par la thionine, alors que la microphotographie D a été prise à partir d'une 
inclusion fine dans l'araldite. Barres de calibration : 50 J.lm. 
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proximité du péricaryon (n=6), soit à une distance comprise entre 4 et 15 Jlm 
du péricaryon (n=9). Le diamètre des dendrites s'amenuise à mesure que l'on 
s'éloigne du péricaryon (figure 35A) et leur orientation est variable, comme 
cela sera précisé plus loin. 

La deuxième particularité de ces 20 cellules est la présence d'un nombre 
important d'épines dendritiques, de fonne et de taille variées (figure 34 C, D). 
Ces épines se présentent soit sous la forme d'une hampe, longue et fine sans 
sphérule terminale, soit sous la forme d'une hampe soit courte, soit longue, 
avec une sphérule terminale leur donnant l'aspect d'un champignon. Quelques 
expansions dendritiques ayant la forme de hampes longues et fines surmontées 
par de petites sphérules sont incurvées. Les différents types d'épines sont 
disposés de manière aléatoire le long des prolongements dendritiques où elles 
sont trouvées en nombre variable. Il est à noter que la densité des épines est 
plus importante dans la partie proximale et tend à décroître vers la partie 
distale de la dendrite (figure 35). Deux neurones, caractérisés par une dendrite 
primaire très large (8 Jlm), arborent des épines dendritiques dont la sphérule 
terminale est d'une taille beaucoup plus importante (figure 33B). 

Les ramifications des dendrites primaires constituent le champ 
dendritique qui, mesuré à partir des dessins réalisés, s'échelonne entre 80 et 
350 Jlm. La mesure du diamètre ou de l'extension du champ dendritique a été 
faite à partir de schémas réalisés à la chambre claire. Il est donc évident que 
cette valeur ne reflète pas l'exacte vérité car le champ dendritique n'est 
apprécié que dans deux plans au lieu de trois. De plus, l'appréciation de 
l'extension du champ dendritique est limitée également par l'utilisation de 
tranches, qui ne permettent pas la reconstruction totale de l'arborisation 
dendritique. 

Les champs dendritiques présentent un contour et une orientation qui 
permettent de caractériser ces 20 cellules (figure 35). Ils peuvent être 
sphériques (n=7 ; figure 35B), coniques (n=8 ; les dendrites sont alors 
orientées vers le SLd (n=4) ou sont perpendiculaires au ventricule latéral 
(n=4) ; figure 35C), ou cylindriques (n=5 ; les dendrites sont alors parallèles 
au ventricule latéral ; figure 35D). 

Enfin, 5 de ces 20 cellules se distinguent par la présence d'épines 
somatiques (figures 34E, 35B, E, F, 38, 40B). Ces appendices sont répartis au 
hasard sur le péricaryon et ont l'aspect d'une hampe sans sphérule terminale ou 
d'une hampe pourvue d'un élargissement distal ressemblant à une sphérule. Le 
nombre d'épines somatiques observé sur ces cellules est relativement faible, 5 à 
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Figure 35 : Dessins réalisés à la chambre claire de neurones de grande taille, injectés par la 
peroxydase. Ces neurones appartiennent à la première sous-population. Ils sont localisés dans le 
SLml. Les flèches pointent les dendrites primaires élargies à la base, les pointes de flèche indiquent 
l'axone. Ces cellules sont toutes pourvues de nombreuses épines dendritiques. A. Cellule "pieuvre". 
Notez l'orientation des dendrites dans la même direction. B-D. Illustration des différents contours 
des champs dendritiques, sphérique (B), conique (C), cylindrique (D). Les neurones B, E, F. 
présentent des épines somatiques. Notez les nombreuses collatérales de l'axone de projection des 
neurones A et B à proximité du corps cellulaire. Les neurones C, D, E et F ne présentent qu'un 
court fragment axonique correspondant probablement à un axone de projection. Barre de calibration : 
50 Jlm . 
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10 épines sont en général dénombrées. Trois de ces cellules appartiennent à la 
classe A et une à la classe C. 

- Deuxième sous-population -
La deuxième sous-population constituée à partir des 30 neurones de 

grande taille comporte 6 cellules. Leur péricaryon est ovoïde 
(26,3±4,5x13,3±1,1J.Lm, moyenne±cr,n=6) et2 à 5 dendrites en émergent. Leurs 
profils neuronaux sont représentés sur la figure 32A2. Ces neurones 
appartiennent tous à la classe A. Quatre de ces neurones présentent des troncs 
dendritiques élargis à la base (largeur maximale : 6 J.Lm). Les dendrites 
primaires bifurquent à une distance de 10 J.Lm à partir du péricaryon, sauf 
pour 2 neurones où la bifurcation s'effectue à une distance de 80 Jlm du 
péricaryon. Les 6 neurones de cette. sous-population se distinguent des 
précédents par leur faible densité en épines dendritiques (figure 36A). En 
effet, 3 neurones ne présentent que quelques épines alors que les 3 autres en 
sont totalement dépourvus. Les épines dendritiques ne présentent pas de 
sphérule terminale. 

Les ramifications des dendrites primaires sont peu nombreuses. Le 
champ dendritique de ces neurones est peu développé et il s'étend sur environ 
150 à 200 Jlm. Il a un contour conique (n=3) ou cylindrique (n=3). Les 
dendrites ont plutôt une orientation parallèle au ventricule latéral. 

- Troisième sous-population -
La troisième sous-population de cellules parmi les 30 neurones de 

grande taille, est la moins nombreuse et ne comporte que 4 neurones. Leur 
caractéristique principale est la forme du péricaryon qui est triangulaire 
(22,0±2,8x14,0J.Lm, moyenne±cr,n=4). Les dendrites émergent de chaque pôle du 
péricaryon. Les profils neuronaux de cette sous-population sont représentés 
sur la figure 32A3. Deux cellules ont été identifiées électrophysiologiquement : 
elles appartiennent à la classe A. Les dendrites primaires sont généralement 
élargies à la base (largeur maximale : 4 J.Lm). Elles bifurquent après un 
parcours de 5 à 10 J.Lm, constituant ainsi un champ dendritique s'étendant sur 
environ 200 J.Lm. Trois de ces cellules présentent un nombre varié d'épines 
dendritiques, dont les formes et la disposition sont semblables à ce qui a été 
décrit pour la première sous-population. Enfin, le contour dendritique est 
sphérique pour les 4 neurones injectés (figure 36B). 
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Fieure 36: Dessins réalisés à la chambre claire de neurones de grande taille (A, B) et de petite taille 
(C, D), injectés par la peroxydase. Ces 4 neurones sont localisés dans le SLml. Les flèches pointent 
les dendrites primaires épaissies, les pointes de flèche indiquent l'axone. A. Exemple de neurone de 
la deuxième sous-population. Notez le corps cellulaire ovoïde, la dendrite primaire épaisse, les épines 
dendritiques. B. Exemple de neurone de la troisième sous-population. Notez le corps cellulaire 
triangulaire et l'absence d'épines dendritiques. C. Neurone de petite taille présentant un corps 
cellulaire ovoïde, pourvu d'épines somatiques et d'épines dendritiques. D. Neurone de petite taille 
présentant un corps cellulaire globulaire et une dendrite primaire épaisse. Les cellules A et B 
présentent un court fragment axonique. Barre de calibration : 50 J.lm. 



Tableau 8 : Récapitulatif des principales caractéristiques des cellules de 
grande taille. 
Densité des ~ines dendritiÇJ,ues : + très dense ; - moyennement dense ; o absence d'épines. 

Contour du champ dendritiÇJ,ue : S sphérique ; Cy cylindrique ; Co conique. 

Forme du péricaryon ovoïde globulaire triangulaire Total 

Nombre de cellules 18 8 4 30 
Nombre de cellules avec 

des épines somatiques 3 2 0 5 

Nombre de dendrites 2à5 2à5 3 

primaires 

Nombre de cellules avec 

de larges troncs 16 8 4 28 
dendritiques 

Euin~s d~ndriti<J.u~s : 

+ 12 7 1 20 
- 2 1 2 5 

0 3 1 4 

Contour du champ 

dendritiÇJ,ue : 

s 2 5 4 11 

Cy 7 1 0 8 
Co 9 2 0 11 

Classe 

~lectroph~siologiÇJ,ue : 

A 14 5 1 20 
c 4 3 0 7 

1.2.2) Neurones de petite taille. 
Par rapport aux 30 neurones décrits précédemment, les 6 autres 

neurones injectés se caractérisent surtout par un péricaryon de petite taille 
(longueur: 17,3±2,7J..lm; largeur: 11,6±2,3J..lm, moyenne±cr, n=6). Les principales 
caractéristiques de ces neurones sont répertoriées dans le tableau 9. La fonne 
du corps cellulaire est soit ovoïde (18,5±1,0 x 11,0±2,5J..lm, moyenne±cr, n=4), 
soit globulaire (15,0±4,9x13,0+l,4J..lm, moyenne±cr, n=2) et 2 à 3 dendrites 
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primaires en émergent. Pour chaque neurone, au moins une de ces dendrites 
est élargie à la base (largeur maximale: 6J.lm). Les profils neuronaux sont 
représentés sur la figure 32B. 

Tableau 9 : Récapitulatif des principales caractéristiques des cellules de petite 
taille. 
Densité des épines dendritiques: +très dense;- moyennement dense; o absence d'épines. 

Contour du champ dendritique : S sphérique ; Cy cylindrique . 

Forme du péricaryon ovoïde globulaire Total 

Nombre de cellules 4 2 6 

Nombre de cellules avec 1 0 1 

des épines somatiques 

Nombre de dendrites 2 2à3 

primaires 

Nombre de cellules avec 1 2 3 

de larges troncs 

dendritiq ues 

Epin~s dendritiqu~s: 

- 2 1 3 

0 2 1 3 

Contour du champ 

dendritique : 

s 0 2 2 

Cy 4 0 4 

Classe 

électrophysiologique : 

A 2 1 3 

c 1 1 2 

Trois de ces cellules appartiennent à la classe A et les 2 dernières 
présentent les caractéristiques électrophysiologiques des neurones de classe C. 
Une des cellules de classe A présente des épines somatiques (figure 36C). Les 
dendrites primaires bifurquent à une distance d'environ lOJ.Lm du péricaryon 
(figure 36D) ; les dendrites d'ordre supérieur sont marquées sur une courte 

-78-



N~ 

~ 

Fi~ure 37 : Dessin réalisé à la chambre claire d'un neurone de grande taille injecté par la 
peroxydase, appartenant à la première sous-population. Le cône d'émergence de l'axone (petite pointe 
de flèche) se situe sur le corps cellulaire. Ce neurone localisé dans le SLml présente un axone de 
projection (grandes pointes de flèche) orienté vers la CA, qui se ramifie densément à proximité du 
corps cellulaire. La flèche pointe la dendrite primaire élargie à la base. Barre de calibration : 50 IJ.m. 
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Fhmre 38 : Dessin réalisé à la chambre claire d'un neurone de grande taille injecté par la 
peroxydase, appartenant à la première sous-population. Le cône d'émergence de l'axone (petite pointe 
de flèche) se situe sur une dendrite primaire épaisse (flèche). Ce neurone localisé dans le SLml 
présente un axone de projection (grande pointe de flèche) orienté vers la CA. De nombreuses 
collatérales axoniques sont observées à proximité du corps cellulaire. Notez la présence d'épines 
somatiques. Barre de calibration : 50 J.UU. 
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Figure 39 : Dessin réalisé à la chambre claire d'un neurone de grande taille injecté par la 
peroxydase, appartenant à la première sous-population. Le cône d'émergence de l'axone (petite pointe 
de flèche) se situe sur une dendrite primaire épaisse (flèche). Ce neurone localisé dans le SLml 
présente un axone de projection (grande pointe de flèche) orienté vers le SM ou vers la CA. De 
nombreuses collatérales axoniques sont observées à proximité du corps cellulaire et sont mêlées aux 
prolongements dendritiques. Barre de calibration : 50 11m. 



distance et possèdent peu (n=3) ou pas (n=3) d'épines dendritiques (figure 
36D). Le champ dendritique de ces cellules est peu développé, il présente un 
contour sphérique (n=2) ou cylindrique (n=4). Les dendrites sont 
généralement parallèles au ventricule latéral. 

1.3) Analyse du champ axonal 

Le champ axonal de 27 cellules, parmi les 36 sélectionnées, a été analysé 
en microscopie optique. Il n'a pas été observé d'axones marqués pour les 9 
autres cellules. Les cônes d'émergence des axones se situent soit sur le corps 
cellulaire (n=10), soit sur la portion proximale des dendrites primaires (n=17). 
Pour 11 cellules, seule une courte portion d'axone, dépourvue de collatérales, 
est marquée sur une distance inférieure à 100 Jlm (min :10 Jlm; max : 90 J.lm). 
Ces collatérales ne présentent pas de varicosités. Pour les 16 autres, les axones 
sont suivis sur des distances plus longues (min : 100 Jlm ; max : 600 J.lm). 
Généralement, ils sont formés d'un fragment long représentant un axone de 
projection (figures 37, 38, 39) et de fragments axoniques provenant de 
collatérales de l'axone de projection. La reconstruction des axones grâce aux 
dessins réalisés à la chambre claire a permis d'évaluer la trajectoire des axones 
de projection : 7 se dirigent vers la commissure blanche antérieure, 5 vers le 
septum médian et 4 vers le SLd. Lorsqu'elle existe (n=12), la collatéralisation 
de l'axone de projection s'établit à environ 20 J.lm du péricaryon et de 
multiples ramifications forment un plexus axonique plus ou moins développé, 
qui s'étend dans la proximité du péricaryon (figures 37, 38, 39). Des "boutons 
en passant" sont fréquemment observés le long des collatérales axoniques 
(figure 34F). Ces collatérales sont souvent mélangées avec les prolongements 
dendritiques. Certaines collatérales longues adoptent une orientation autre que 
celle de l'axone de projection et se ramifient vers le SM ou SLv (figure 39). 

Parmi ces 27 neurones, 5 neurones de grande taille se distinguent par la 
présence d'épines somatiques (figure 38). Leur axone émerge d'un tronc 
dendritique. Un seul axone est suffisamment marqué pour le suivre sur une 
longue distance et il se dirige vers la commissure blanche antérieure. Il 
présente de nombreuses ramifications qui se développent à proximité du 
péricaryon et s'étendent sur un diamètre de 240 J.lm. Ces collatérales 
présentent de nombreux "boutons en passant". Un autre neurone montre un 
axone de projection long de 160 J.lm, orienté vers le septum médian ; cet axone 
se ramifie en de petites collatérales situées dans la proximité immédiate du 
péri cary on. 
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Figure 40 : Illustration des étapes préalables à l'examen ultrastructural de neurones injectés par la 
peroxydase, révélée par la DAB. A, B. Dessins réalisés à la chambre claire à partir des inclusions 
fines. Ces neurones de grande taille sont localisés dans le SLml. Les flèches pointent les dendrites 
primaires élargies à la base, les pointes de flèche indiquent l'axone. C. Microphotographie du 
neurone dessiné en A. Notez que la technique d'inclusion permet de visualiser les moindres détails du 
neurone. D. Microphotographie d'une coupe semi-fme (2 J.l.m) du même neurone. Barre de calibration 
: 100J.l.m. 
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2 - Analyse à l'échelle ultrastructurale. 

Parmi les 64 cellules injectées, 18 ont été incluses dans l'Araldite 
(tableau 6). La technique d'inclusion fine a permis d'établir leur profil au 
microscope optique avant de procéder à une inclusion définitive dans l'Araldite 
(figure 40). Sept d'entre elles sont simplement marquées, ont été caractérisées 
sur le plan électrophysiologique et ont fait l'objet d'un examen ultrastructural. 
Six ont les caractéristiques électrophysiologiques des neurones de classe A et la 
dernière de la classe C (tableau 7). 

2.1) Caractéristiques somato-dendritiques 

En tenant compte de la technique utilisée, l'examen ultrastructural révèle 
une bonne conservation du tissu, comme l'indiquent les figures 41-44. Le 
noyau présente de nombreuses indentations qui le traversent sur presque tout 
son diamètre (figures 41A, 43A). Dans le cytoplasme, les organites classiques 
sont observés (figure 44A). Le réticulum endoplasmique rugueux est dispersé 
au sein de la cellule. L'appareil de Golgi et les mitonchondries sont regroupés 
à proximité du noyau. Des épines somatiques sont observées sur 6 cellules 
(figures 41A, 43A). Au microscope optique, l'observation des inclusions fines. 
n'avait montré la présence d'épines somatiques que sur 3 de ces cellules. La 
taille (0,3 à 1 ,5J.tm) et la forme des épines somatiques sont variables. Elles se 
présentent le plus souvent comme de petits pédoncules surmontés ou non par 
une tête sphérique (figures 41B, 43A, C). A proximité du corps cellulairè 
rempli par la peroxydase, des sections de dendrites marquées sont également 
visibles (figure 42). 

2.2) Caractéristiques des terminaisons nerveuses 

Des terminaisons nerveuses sont observées en contact avec la cellule 
marquée : soit au contact des épines somatiques (figures 41B, 43C), soit au 
contact du corps cellulaire (figures 41B, 43B, 44B), soit au contact des 
dendrites (figure 42). En fonction de leur contenu, il est possible de distinguer 
deux types de terminaisons nerveuses : elles peuvent ne contenir que des petites 
vésicules claires (30 à 60 nm de diamètre) ou contenir en plus de ces vésicules, 
des granules denses de grande taille (80 à 100 nm de diamètre). Le premier 
type de terminaison est le plus couramment observé au contact de la cellule 
injectée (figures 41B, 42A). Bien que le produit de réaction obtenu par la 
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Figure 41 :Caractéristiques morphologiques à l'échelle ultrastructurale du neurone illustré en A, C, 
D dans la figure 40. A. A faible grossissement, notez les organites cellulaires et le noyau indenté 
(pointes de flèches). B. A fort grossissement (détail de l'aire encadrée sur la photographie A), les 
boutons terminaux établissent des synapses symétriques (larges flèches) sur le corps cellulaire et sur 
une épine somatique. Quelques boutons ne contiennent que des vésicules petites et claires (étoile), 
alors que d'autres contiennent de plus larges granules (flèches incurvées). Barres de calibration : 1 
Jlffi. 

Figure 42 : Détails à l'échelle ultrastructurale de fragments dendritiques du neurone représenté 
figure 41. A. Un des fragments est contacté par une terminaison nerveuse comportant des vésicules 
claires. L'existence d'une synapse est suggérée par le regroupement de vésicules pointé par une 
flèche. B. Sur un autre fragment dendritique, une telle formation est également observée (flèche), 
dans l'espace créé par deux épines dendritiques. Barres de calibration : 0,5 Jlm. 







FiJ:ure 43 : Caractéristiques morphologiques à l'échelle ultrastructurale du neurone dessiné en B 
dans la figure 40, à faible grossissement (A), et détails à plus fort grossissement (B, C) des:aires 
encadrées sur la photographie A. Une terminaison nerveuse comportant des petites vésicules claires et 
des granules denses est en contact avec le corps cellulaire (B). Une terminaison nerveuse recouvre 
une épine somatique (C). Barres de calibration : 1 Jlm. 

FiJ:ure 44 : Caractéristiques morphologiques à l'échelle ultrastructurale d'un neurone injecté par la 
peroxydase, révélée par la technique au déoxyglucose. A. A faible grossissement, notez les organites 
cellulaires blancs noyés dans le fond hyaloplasmique noir. Barre de calibration: 1 lliD. B. A fort 
grossissement une terminaison nerveuse est au contact de ce neurone. Notez que la conservation du 
tissu est beaucoup moins bonne que dans les exemples montrés dans les figures 41-43. Barre de 
calibration : 5 llffi. 
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révélation de la peroxydase ne permette pas toujours de distinguer clairement 
la présence de synapses, il a été toutefois observé quelques contacts synaptiques 
symétriques sur le corps cellulaire de la cellule injectée (figure 41B). Ces 
contacts se distinguent par un net épaississement de la membrane post
synaptique (cellule injectée) et de la terminaison nerveuse. Dans quelques cas, 
lorsque le produit de réaction obtenu par la peroxydase est trop dense (figure 
44B), l'existence de synapses est suggérée par la distribution particulière des 
vésicules dans les boutons. En effet, celles-ci sont regroupées à un pôle du 
bouton présynaptique (figure 42A, B). 

3 - Imprégnation argentique de Golgi 

Il est possible que les injections intracellulaires ne soient obtenues qu'à 
partir de certains types de cellules qui se prêtent mieux que d'autres à 
l'empalement par la microélectrode. La technique d'imprégnation argentique 
de Golgi a été utilisée afin de vérifier quelle proportion représentent, dans le 
SLml, les neurones de grande taille pourvus de larges troncs dendritiques et 
les neurones présentant des épines somatiques. L'étude a été réalisée sur 5 
cerveaux de cobayes femelles. Les trois cerveaux imprégnés selon la technique 
décrite par Tokuno et coll (1990) ont permis une analyse de qualité supérieure 
(figure 45), par rapport aux deux autres imprégnés selon la technique décrite 
par Doutrelant et coll (1992). En effet, les neurones sont plus densément 
marqués et l'absence de marquage de fond permet de mieux distinguer certains. 
détails. 

Le SLml contient une proportion importante de neurones de grande 
taille, représentant environ 80% de la totalité des neurones imprégnés. Des 
épines somatiques sont présentes sur environ 20% de la population neuronale 
marquée (figure 45A). Des troncs dendritiques élargis à la base sont observés 
en majorité sur les neurones de grande taille (figure 45A, B, C, E, F), mais 
également sur de plus petits neurones (figure 45D). Enfin, les épines 
dendritiques, qui constituent l'une des caractéristiques des neurones de grande 
taille, sont aussi abondantes et variées que celles observées sur les neurones 
injectés. 

Ces données, volontairement succinctes, indiquent que les neurones 
décrits après l'injection intracellulaire de marqueurs n'appartiennent pas à des 
populations sélectivement marquées par ce type de technique, mais au contraire 
constituent un échantillon fiable des différents types cellulaires présents dans le 
SL. 
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Figure 45 : Neurones du SLml imprégnés selon la technique de Golgi en utilisant la technique 
décrite dans Doutrelant et coll, 1992 (A-D) et la technique de Tokuno et coll, 1990 (E, F) Notez que 
tous ces neurones présentent des dendrites primaires élargies à la base (grande flèche). A. Neurone 
de grande taille pourvus d'épines somatiques (petites flèches). B, C. Aspect pédonculé de neurones 
de grande taille. D. Neurone de petite taille présentant un tronc dendritique élargi. E. Exemple d'un 
neurone de grande taille, de forme ovoïde. F. Exemple d'un neurone de grande taille, globulaire. Les 
cônes d'émergence des axones sont apparents (pointe de flèche). Barre de calibration: 50 J.l.l11. 
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III. Caractérisation immunocytochimique des neurones 
du septum latéral médio-latéral après enregistrement 
et injection intracellulaires 

1 - Détection de terminaisons enképhalinergiques au contact de 
neurones de classe A et C. 

Cette étude a nécessité le couplage de trois techniques différentes 
enregistrements électrophysiologiques, injections intracellulaires de marqueurs 
et marquage immunocytochimique. Les marqueurs intracellulaires utilisés ont 
été le L Y et la biocytine. 

1.1) Neurones injectés par le LY 

Sur 5 neurones enregistrés et injectés par le LY, 1 appartient à la classe 
A et 1 à la classe C. Ce faible pourcentage de neurones identifiés et injectés est 
la conséquence de la résistance élevée des électrodes à L Y, qui nuit à la qualité 
de l'enregistrement électrophysiologique et abaisse le taux de réussite des 
injections. Les cellules injectées par le L Y sont des cellules de grande taille 
dont le corps cellulaire est ovoïde (n=4) ou triangulaire (n=l). Un exemple est 
représenté sur la figure 46AL Deux à 3 dendrites primaires émergent du 
péricaryon et se ramifient rapidement en dendrites secondaires. De 
nombreuses épines dendritiques sont observées tout au long des prolongements 
dendritiques. L'axone est observé sur 4 cellules. Il prend naissance à partir du 
corps cellulaire (n=3) ou d'une dendrite primaire (n=l). Pour 3 cellules, 
l'axone est marqué sur une distance assez importante. Des collatérales 
axoniques, formant un plexus axonique dense, sont mêlées aux fragments 
dendritiques. Il est possible de suivre le parcours de ces trois axones et de 
constater qu'ils se dirigent vers la commissure blanche antérieure (n=2) ou 
vers le SLd (n=l). L'axone de la dernière cellule est marquée sur une trop 
faible distance pour pouvoir apprécier correctement son orientation. 

Les terminaisons enképhalinergiques autour des neurones injectés sont 
détectées par des anticorps secondaires couplés à la TRITC. Un seul de ces 
neurones est entouré par des terminaisons enképhalinergiques (figure 46A2). Il 
est précisement localisé dans le S L rn 1 et possède les propriétés 
électrophysiologiques des neurones de classe C. 
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Figure 46 : Détection simultanée de terminaisons met-enképhalinergiques (Enk), révélées par le 
TRITC et de neurones du SLml enregistrés et injectés par le L Y ou la biocytine. Coupes frontales. A. 
Neurone de classe C, injecté par leLY (Al) et entouré par les terminaisons met-enképhalinergiques 
(A2). Observation en fluorescence. B, C. Observation en double exposition fluorescence/fond clair 
de neurones de classe A injectés par la biocytine, révélée par l'avidine-peroxydase (DAB), se situant 
dans la partie du SLml richement innervée par les fibres met-enképhalinergiques. Notez en B la 
présence de deux neurones marqués suite à une seule injection de biocytine. Aucun de ces neurones 
n'est entouré par les terminaisons met-enképhalinergiques. D. Neurone de classe A, injecté par la 
biocytine, révélé par l'avidine-FITC. Ce neurone est localisé à proximité du noyau stigmoïde, 
reconnu par sa forte innervation met-enképhalinergique. Le ventricule latéral, étoile, est à gauche. 
Barres de calibration : 50 Jllll. 





1.2) Neurones injectés par la biocytine 

Etant donné les problèmes rencontrés par l'utilisation d'électrodes à L Y, 
nous avons remplacé ce marqueur par la biocytine, ce qui a permis de réaliser 
une partie de l'étude morphologique décrite dans le paragraphe précédent. 
L'utilisation de cette substance s'est avérée fructueuse lorsqu'il a fallu réaliser 
des réactions immunocytochimiques complémentaires. Deux types de 
révélation ont été utilisées. Tout d'abord, la biocytine a été révélée par 
l'avidine-peroxydase (révélation par la DAB), alors que la met-enképhaline 
présente dans les terminaisons était détectée par des anticorps secondaires 
couplés à la FITC (figure 46B, C). Ce type de détection n'est pas très 
performant dans la mesure où il est difficile de distinguer nettement la 
présence de terminaisons au contact des neurones injectés. Cela est dû au 
produit de réaction obtenu au cours de la révélation de la peroxydase par la 
DAB, qui forme un précipité dense non compatible avec les techniques 
d'immunofluorescence. 

Nous avons donc utilisé l'avidine couplée à la FITC (figures 46D, 
47 A,B1, 48A) pour mettre en évidence la biocytine et des anticorps secondaires 
couplés au TRITC (figures 46D, 47 A) ou à la peroxydase (révelation par le 
chloro-naphtol : figures 47Bt-2, 48B) pour révéler la met-enképhaline. 

Le marquage immunocytochimique a été effectué sur 16 neurones 
enregistrés et injectés par la biocytine. Ces neurones, tous localisés dans le 
SLml, présentent les caractéristiques morphologiques des neurones de grande 
taille de la première sous-population. Neuf ont été identifiés par leurs 
propriétés électrophysiologiques. Cinq appartiennent à la classe A et 4 à la 
classe C. Quatre d'entre eux possèdent des épines somatiques. 

Les résultats obtenus après la réaction immunocytochimique indiquent 
que 2 neurones identifiés sont entourés par des fibres enképhalinergiques. Les 
terminaisons encapsulent complétement le neurone, entourant étroitement le 
corps cellulaire (figure 47B2). Ces deux neurones ont les propriétés 
électrophysiologiques des neurones de classe C et l'un d'entre eux possède des 
épines somatiques (figure 48B). 
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Figure 47 : Caractérisation immunocytochimique de neurones du SLml enregistrés et injectés par la 
biocytine, révélée par l'avidine-FITC. Coupes frontales. A. Neurone de classe A localisé dans la 
partie du SLml richement innervé par les fibres met-enképhalinergiques (révélation TRITC). Ce 
neurone n'est pas entouré par les terminaisons met-enképhalinergiques. B, C. Neurone de classe C 
soumis à une double réaction immunocytochimique dirigées contre la met-enképhaline, révélée par le 
chloro-naphtol et contre la calbindin-D28K (CaBP) révélée par le TRITC. Bt. Observation en fond 
clair des arrangements périsomatiques dont un encapsule le neurone injecté (petites flèches). B2. 
Double exposition fluorescence/fond clair montrant le neurone injecté entouré par les terminaisons 
nerveuses met-enképhalinergiques. C. Observation en fluorescence du même neurone, qui est IR
CaBP. Le ventricule latéral (étoile) est à gauche. Barre de calibration : 50 J.Ull. 





2 - Détection de la CaBP dans des neurones de classe A et C 
couplée à celle des terminaisons enképhalinergiques 

La détection immunocytochimique de la CaBP a été effectuée en 
parallèle avec la détection immunocytochimique des fibres enképhalinergiques 
et porte donc sur les 16 neurones injectés par la biocytine et décrits 
précédemment. En conséquence, la biocytine est détectée par l'avidine-FITC, 
les fibres enképhalinergiques sont révélées par le chloro-naphtol, et la CaBP 
est mis en évidence par des anticorps secondaires couplés à la TRITC. Trois 
neurones, parmi les 9 identifés par leurs propriétés électrophysiologiques, sont 
immunoréactifs pour la CaBP. Deux neurones ont un corps cellulaire ovoïde et 
le dernier a un corps cellulaire triangulaire pourvu d'épines somatiques. Ces 
trois neurones présentent les caractéristiques électrophysiologiques des 
neurones de classe C. 

Deux des 3 neurones immunoréactifs pour la CaBP sont la cible des 
terminaisons à enképhaline (figures 47C, 48C). Il s'agit des neurones dont les 
corps cellulaires sont ovoïde et triangulaire. 
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Fieu re 48: Caractérisation immunocytochimique d'un neurone de classe C, injecté par la biocytine, 
révélée par l'avidine-FITC. Coupe frontale. Ce neurone est soumis à une double réaction 
immunocytochimique dirigée contre la met-enképhaline, révélée par le chloro-naphtol et contre la 
calbindin-D28K (CaBP) révélée par le TRITC. A. Observation en fluorescence de ce neurone de 
grande taille, présentant des épines somatiques (flèches). B. Double exposition fluorescence/fond 
clair révélant la présence des terminaisons met-enképhalinergiques (pointes de flèches), au contact du 
neurone injecté (étoile). C. Observation en fluorescence du même neurone, qui est IR-CaBP (étoile). 
Un autre neurone IR-CaBP est indiqué par la flèche incurvée. Barre de calibration: 25Jlm. 
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Discussion 

1. Propriétés électrophysiologiques des neurones du 
septum latéral médio-latéral 

L'étude électrophysiologique a permis de décrire dans le SLml trois classes de 
neurones dont les propriétés sont clairement distinctes. 

1 - Neurones de classe A et de classe B 

Le groupe prédominant de neurones, la classe A (59,2% du total), se 
caractérise par la genèse de PA calciques haut-seuil en milieu de perfusion 
normal. Pour les neurones de classe B (20,7% du total), les PA calciques ne 
sont observés que lorsque les canaux potassiques de la rectification retardée 
sont bloqués par du TEA. 

En dépit de ces différences fondamentales, les neurones de classe A et de 
classe B présentent quelques propriétés en commun. 

Premièrement, il est observé pour tous les neurones, une diminution 
rapide de l'amplitude des PA sodiques en réponse à des impulsions de courant 
dépolarisant de forte amplitude. Contrairement aux autres neurones du système 
nerveux central, la décharge tonique de PA sodiques de pleine amplitude est 
observée seulement lorsqu'est appliquée une impulsion de courant dépolarisant 
d'intensité faible ou modérée. Il s'agit d'une caractéristique des neurones du 
SL de cobaye, car elle n'a été reportée jusqu'à lors que pour les neurones du 
SLd dans la même espèce (Lopez-Bameo et coll, 1985 ; Alvarez de Toledo et 
Lopez-Bameo, 1988). La réduction d'amplitude du PA sodique est due, soit à 
l'activation d'une conductance de repolarisation, soit à l'inactivation d'une 
conductance sodique. C'est cette seconde possibilité qui doit être retenue à la 
lueur des travaux réalisés en patch-clamp sur des neurones du SL de cobaye en 
culture par Castellano et Lopez-Bameo (1991). Ces auteurs montrent que le 
processus d'inactivation du canal sodique comprend une composante rapide qui 
récupère excessivement lentement, de plus en plus lentement lorsque la 
membrane est dépolarisée. Cela explique que dans un train de PA évoqués par 
une dépolarisation de forte intensité, l'amplitude des PA est réduite en raison 
de la réduction des canaux sodiques disponibles. 
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Deuxièmement, pour les neurones de classe A et pour quelques neurones 
de classe B, nos observations ont clairement démontré que les conductances 
calciques étaient fortement impliqués dans les PA lors de l'application d'une 
impulsion dépolarisante de forte amplitude. L'intervention du Ca++ vient de la 
sorte compenser le phénomène d'inactivation sodique qui caractérise les 
neurones. Les PA obtenus par l'intervention combinée des flux entrants de 
sodium et de Ca++ (PA sodico-calciques) sont représentés par des événements 
plus petits et plus larges que les PA de pleine amplitude, qui apparaissent au 
cours d'une stimulation liminaire, ou en premier au cours d'une stimulation de 
forte intensité. La genèse de PA sodico-calciques met en jeu au moins deux 
phénomènes. D'une part, l'inactivation sodique conduit à une diminution de la 
vitesse de dépolarisa ti on des PA et à une augmentation de leur durée. Il peut 
être spéculé, comme le suggèrent Lopez-Bameo et coll (1985), que ces effets 
favorisent l'entrée de Ca++ dans la cellule. D'autre part, comme nous l'avons 
démontré dans cette étude, les PA sodico-calciques sont suivis par des AHP 
dépendant du Ca++. Les AHP pourraient servir à dé-inactiver les conductances 
sodiques, permettant ainsi aux canaux sodiques de participer au PA suivants 
(Barrett et Barrett, 1976 ; Galarraga et coll, 1989). Dans nos expériences, les 
degrés variables d'interaction entre la participation des courants calciques et 
l'inactivation sodique entraînent différents types de réponses aux impulsions de 
courant dépolarisant. Cette variété des types de décharge est plus frappante 
dans le cas des neurones de classe A. En milieu normal, ces neurones 
présentent, en plus des PA sodico-calciques, des PA purement calciques qui 
apparaissent dans le train de PA déclenché par une impulsion dépolarisante de 
forte amplitude et de longue durée. 

Troisièmement, presque tous les neurones présentent une rectification 
anormale en réponse à une impulsion hyperpolarisante. Les caractéristiques de 
cette rectification l'apparentent à une rectification anormale dépendant du 
temps. Elle est bloquée par du Cs+ extracellulaire mais non par le Ba++, 
suggérant ainsi l'implication de courants K+/Na+ (Halliwel et Adams, 1982). 

Quatrièmement, quelques neurones des deux classes présentent une 
rectification transitoire sortante. Dans nos expériences, la 4-AP n'altère pas 
cette rectification, contrairement à ce qui est observé dans d'autres 
préparations (Rudy, 1988). 

L'étude détaillée des propriétés électrophysiologiques des neurones du 
SLd de cobaye (Lopez-Barneo et coll, 1985 ; Alvarez de Toledo et Lopez
Barneo, 1988), a permis d'individualiser un groupe de neurones ressemblant 
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aux neurones de classe A décrits dans notre étude. De même, les quelques 
neurones enregistrés dans le SLml du cobaye par ces auteurs présentent le 
même type de décharge. Nous démontrons que le groupe prédominant de 
neurones dans le SLml appartient à la classe A. Nous pouvons suggérer que la 
majorité des neurones du SL de cobaye ont des propriétés 
électrophysiologiques semblables, qu'ils soient localisés dans le SLd ou dans le 
SLml. Néammoins, nos enregistrements dans le SLml se caractérisent par la 
présence des neurones de classe B, qui ne sont pas observés par Lopez-Bameo 
et coll (1985) et par Alvarez de Toledo et Lopez-Bameo (1988). De plus, 
certaines propriétés électrophysiologiques distinctes n'ont pas été reportées par 
ces auteurs telles que les rectifications transitoires sortantes et les décharges du 
type "olive inférieure" (Llinas et Yarom, 1981). 

Il est à noter que, dans le SLd du rat, les propriétés intrinsèques des 
neurones semblent différentes ; notons, l'absence de courants calciques haut
seuil en milieu normal, l'absence d'inactivation sodique, l'absence de 
rectification anormale, mais la présence d'un courant calcique bas-seuil 
(Stevens et coll, 1984), courant qui n'existe pas dans les neurones du SLml. 

2 - Neurones de classe C 

La troisième classe de neurones, les neurones de classe C, correspond à 
20,1% de la population totale des neurones enregistrés dans le SLml. Lopez
Bameo et coll (1985) ont obtenu dans le SLd du cobaye des enregistrements 
qui ressemblent fortement à ceux des neurones de classe C (voir leurs figures 2 
C, D). Ce type d'enregistrement n'a pas été mis en évidence dans le SL du rat 
et représente une autre caractéristique des neurones du SL de cobaye. Les 
neurones de classe C montrent deux types distincts de PA : 1) des PA sodiques 
de courte durée et de très faible amplitude, 2) des PA calciques, de longue 
durée et de forte amplitude. 

L'observation de PA sodiques de faible amplitude est généralement 
attribuée à un enregistrement de qualité médiocre. Or, dans notre étude, 
plusieurs arguments vont à l'encontre de cette possibilité. En effet, le bon 
empalement des neurones de classe C se vérifie par la présence de potentiels 
de repos élevés et stables, de rectifications anormales franches, cette dernière 
propriété traduisant le bon état du neurone (Mostfeldt-Laursen et Rekling, 
1989). De plus, il n'est pas noté de dépôt extracellulaire de peroxydase autour 
de la cellule lorsque celle ci est injectée, ce qui serait l'indice d'une lésion par 
la microélectrode. La survenue de ces petits PA sodiques dans des neurones 
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non lésés pose alors le problème du site d'enregistrement. Plusieurs hypothèses 
peuvent être formulées : 

- il est possible que les enregistrements des neurones de classe C soient 
réalisés au niveau de la dendrite. Deux arguments électrophysiologiques sont 
en faveur de cette première hypothèse. Premièrement, les petits PA sodiques 
sont suivis par des PA calciques à composants multiples. Or, il est connu que 
les dendrites offrent des sites multiples pour la genèse d'événements calciques 
unitaires, qui s'additionnent pour produire de larges PA calciques (Llinas et 
Nicholson, 1971). Deuxièment, pour un tiers des neurones, des potentiels 
dépolarisants lents dépendants du Ca++ sont enregistrés et peuvent être 
comparés aux plateaux observés lors d'enregistrements intradendritiques 
(Llinas et Sugimori, 1980 ; Masukawa et Prince, 1984 ). Si l'hypothèse des 
enregistrements dendritiques se révèle exacte, les petits PA sodiques 
enregistrés dans ces neurones correspondraient à des PA émis au niveau de la 
région axo-somatique et conduits passivement dans les dendrites, en perdant 
leur amplitude. 

- une autre possibilité est que les enregistrements des neurones de classe 
C soient réalisés à la jonction du corps cellulaire et de la dendrite primaire. 
Cette explication a été suggérée par Castellano et Coll (1991) pour expliquer 
les enregistrements obtenus dans le SLd par Lopez-Bameo et coll (1985). Il est 
établi que la base des dendrites des neurones peuvent contenir une forte 
concentration de canaux calciques, tel est le cas des neurones de l'hippocampe 
(Westenbroek et coll, 1990). 

- pour la troisième et dernière hypothèse, moins probable car elle n'est 
pas supportée par les données de la littérature, nous pourrions considérer que 
les enregistrements des neurones de classe C soient réalisés au niveau du corps 
cellulaire. Dans ce cas, l'amplitude relative des PA sodiques et calciques 
pourrait refléter une localisation spécifique des canaux sodiques et des canaux 
calciques haut-seuil au niveau du corps cellulaire. 

En résumé, les données originales provenant de cette étude 
électrophysiologique, focalisée sur le SLml du cobaye, montrent l'existence de 
trois populations cellulaires distinctes par leurs propriétés intrinsèques. Les 
neurones de classe A et de classe C représentent la majorité. Leurs profils 
électrophysiologiques les apparentent aux neurones du SLd de cobaye. Les 
neurones de classe B ont des caractéristiques électrophysiologiques distinctes 
de celles des neurones de classe A et de classe C et n'ont pas été observés dans 
le SLd du cobaye. 
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II. Caractéristiques morphologiques des neurones du 
septum latéral médio-latéral 

1 - Considérations méthodologiques 

1.1) Injections intracellulaires 

Dans cette étude, la peroxydase fût dans un premier temps choisie 
comme marqueur intracellulaire, car cette substance donne des images très 
exploitables au microscope optique, avec une résolution comparable à celle 
obtenue après une imprégnation argentique. Le produit de réaction est dense 
aux électrons et permet une exploration des détails morphologiques à l'échelle 
du microscope électronique. Pour l'étude ultrastructurale, les techniques de 
révélation se sont révélées essentielles. La technique de révélation de Metz et 
coll (1989) qui est idéale pour la microscopie optique, car elle supprime le 
marquage peroxydasique endogène des hématies, n'est pas applicable en 
microscopie électronique. Il s'avère que le traitement aux alcools, inclus dans 
cette technique, occasionne une détérioration du tissu. La technique au 
déoxyglucose (ltoh et coll, 1979) donne en microscopie électronique des 
images surprenantes. Les organites des cellules injectées sont particulièrement 
bien visibles, ils apparaissent blancs sur le fond hyaloplasmique noir. 
Néammoins, l'observation à des grossissements plus importants révéle une 
conservation du tissu imparfaite, qui empêche de distinguer précisement les 
contours membranaires de la cellule ainsi que les contacts synaptiques. Les 
techniques d'Adams (1977) et d'Hanker-Yates et coll (1977) donnent des 
résultats excellents tant à l'échelle du microscope optique que du microscope 
électronique et ont donc été principalement utilisées au cours de notre étude. 

Comme le but de l'étude est d'associer les données morphologiques aux 
enregistrements électrophysiologiques, il est indispensable de s'assurer que la 
présence de peroxydase dans la microélectrode ne modifie pas les propriétés 
électriques du neurone enregistré. Nos expériences ont été réalisées 
alternativement avec des microélectrodes remplies de KCl 3M, d'acétate de 
potassium 3M, ou de peroxydase. Les trois types de décharges caractéristiques 
ont été observés dans chacun des cas et dans les mêmes proportions. Un autre 
écueil souvent signalé à propos de l'utilisation de la peroxydase pour de telles 
études est la nécessité de biseauter les microélectrodes afin de réduire leur 
résistance. Ce procédé conduit à augmenter la taille des pointes et à détériorer 
la membrane lors de l'empalement du neurone. Dans nos expériences, les 
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paramètres d'étirement ont été rigoureusement ajustés pour obtenir des 
microélectrodes fines, dont la résistance permettait toutefois une éjection 
iontophorétique correcte de la peroxydase sans qu'il soit nécessaire de 
biseauter les pointes. 

L'utilisation de la biocytine correspond à un besoin différent : coupler 
une détection immunocytochimique à la caractérisation électrophysiologique et 

. morphologique. Ce marqueur provient de la conjugaison d'une molécule de 
biotine avec la lysine. Sa haute solubilité dans des solutions aqueuses, sa facilité 
d'éjection à partir de microélectrodes non biseautées, ainsi que sa très forte 
affinité pour l'avidine, en font donc un marqueur intracellulaire de choix 
(Horikawa et Armstrong, 1988). Les injections intracellulaires réalisées avec la 
biocytine donnent des bonnes images en microscopie optique et électronique. Il 
faut noter cependant que certains détails, tels les épines dendritiques, sont plus 
distincts sur des neurones injectés par la peroxydase que par la biocytine. En 
ce qui concerne l'axone, aucune différence notable n'a été remarquée entre les 
deux substances. Enfin, il a été démontré que l'utilisation de la biocytine 
n'altérait en aucun cas les propriétés électrophysiologiques des neurones 
enregistrés en intracellulaire (Tseng et coll, 1991 ). 

1.2) Imprégnations argentiques 

Pour visualiser l'ensemble des différents types des neurones existant dans 
le SL, la méthode d'imprégnation argentique de Golgi semblait la plus 
adéquate. Nous avons donc utilisé dans un premier temps la technique de Mac 
Mullen et Almli ( 1981 ). L'inconvénient de cette technique est de donner 
beaucoup de fond, ce qui gène quelque peu les observations. Pour pallier à ce 
désavantage, nous avons utilisé une autre technique (Tokuno, 1990), qui 
supprime le marquage de fond et qui imprègne parfaitement bien les neurones. 
Shimono et Tsuji (1987) ont montré que la technique d'imprégnation 
argentique était non sélective au sein d'une même région. Nous supposons donc 
que tous les types cellulaires présents dans la région étudiée ont été imprégnés. 

2 - Caractéristiques somatodendritiques 

Chez le rat, diverses techniques de marquages telles que les colorations 
de Nissl (Swanson et Cowan, 1979), des techniques d'imprégnation argentique 
de Golgi (Brauer et coll, 1988 ; Alonso et Frotscher, 1989a, b ; Jakab et 
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Leranth, 1990a) et des techniques d'injection intracellulaire de peroxydase 
(Phelan et coll, 1989a, b) ou de L Y (Twery et coll, 1992 ; Ph elan et coll, 
1993) ont apporté une description des différents types cellulaires présents dans 
le SL. 

La présente étude décrit pour la première fois, chez le cobaye, les 
caractéristiques morphologiques des neurones du SLml injectés par la 
peroxydase ou la biocytine. Bien que ces neurones ne soient pas complétement 
identiques quant à leurs caractéristiques somatodendritiques ou par 
l'orientation de leur arbre dendritique, un type cellulaire prédominant apparaît 
cependant. En effet, un groupe relativement homogène de neurones se 
caractérise par un corps cellulaire de grande taille, des dendrites primaires 
présentant une base élargie et de nombreuses épines dendritiques. La 
comparaison de ce type de cellule avec ceux décrits par Alonso et Frotscher 
(1989a), dans leur étude des neurones du SL imprégnés par la technique de 
Golgi, indique un grand nombre de similitudes. Les cellules décrites dans notre 
étude ressemblent aux cellules de type II localisées dans le SLi par leur corps 
cellulaire, rond ou triangulaire, par la variabilité de la longueur, de 
l'orientation des dendrites et par la présence d'épines dendritiques et 
somatiques en nombre variable. De plus, dans notre étude, d'autres cellules de 
grande ou de petite taille ressemblent également aux cellules décrites dans le 
SLv par les mêmes auteurs. 

La présence de troncs dendritiques élargis à la base constitue la 
caractéristique la plus frappante des cellules injectées. Des neurones présentant 
cette particularité ont été observés dans le SL suite au transport antérograde de 
Phaseolus-vulgaris (Staiger et Nümberger, 1991b) et dans le SLd après des 
injections intracellulaires de peroxydase ou de L Y (Phelan et coll, 1989a, b, 
1993 ; Twery et coll, 1992). Cette particularité n'a pas été mise en relief dans 
l'étude d'Alonso et Frotscher (1989a). La présence d'épaississements 
dendritiques sur un nombre relativement important de neurones pourrait être 
spécifique au cobaye. Cette hypothèse est corroborée par nos observations 
réalisées sur des coupes de SL imprégnées par la technique de Golgi. Nous y 
retrouvons, en effet, un nombre important de neurones pourvus de troncs 
dendritique élargis à la base. 

En ce qui concerne l'orientation du champ dendritique des cellules 
injectées, il est intéressant de noter l'abondance de neurones ayant un contour 
dendritique sphérique (n=13). Ce type de neurones est rencontré 
principalement dans le noyau dorsal cochléaire du rat (W outerlood et 
Mugnaini, 1984) et de la souris (Oertel et Wu, 1989), où il présente un corps 
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cellulaire rond d'où des dendrites primaires épaissies émergent et se 
subdivisent en dendrites d'ordre supérieur. Ces cellules, ayant un aspect "en 
roue de charrette" ("cartwheel cells"), sont supposées être des intemeurones 
GABAergiques (Wouterlood et Mugnaini, 1984). Des observations réalisées 
dans le SL du cobaye (Beauvillain et coll, 1991) et du rat (Jakab et Leranth, 
1990b) montrent que les neurones GABAergiques ont un contour sphérique .. 
Sur des bases purement morphologiques, ces données nous laissent supposer 
que les neurones injectés présentant un aspect "en roue de charrette" puissent 
correspondre à des neurones GABAergiques. 

Il est à noter que l'une des cellules injectées présente une orientation de 
ses dendrites tout à fait typique qui la fait ressembler ainsi aux cellules 
"pieuvres" décrites dans le le noyau cochléaire du chat (Osen, 1969 ; Willott et 
Bross, 1990). Ce type cellulaire a également été décrit dans le SL par Alonso 
et Frotscher (1989a) et dans le SLd par Staiger et Nümberger (1991b). 

Enfin, les épines dendritiques constituent l'une des caractéristiques 
majeure des neurones étudiés. Elles ont, depuis la première description faite 
par Ramon y Cajal (1909), été observées en nombre plus ou moins important 
sur les neurones du SL de différentes espèces (Raisman, 1969 ; Domig et coll, 
1976 ; Brauer et coll, 1988 ; Alonso et Frotscher, 1989a, b). La signification 
fonctionnelle des épines dendritiques, en tant que structures cibles post
synaptiques d'axones provenant de l'hippocampe, a été suggéré par Leranth et 
Frotscher (1989). De nombreuses études, plus théoriques, se sont intéressées au 
rôle "d'amplificateur de signaux" joué par ces épines, ainsi qu'à leur 
intervention dans la plasticité synaptique. Les épines dendritiques pourraient 
jouer un rôle non négligeable dans l'augmentation de l'efficacité synaptique, 
par la présence de canaux calciques voltage-dépendants, et constitueraient une 
voie supplémentaire pour les échanges intercellulaires de métabolites et de 
composants membranaires (revue dans Calverley et Jones, 1990 ; Baer et 
Rinzel, 1991). 

3 - Caractéristiques de l'axone 

Le marquage intracellulaire de neurones présente certains avantages par 
rapport aux techniques d'imprégnation argentique de Golgi, dans le sens où il 
permet un marquage de l'axone de meilleure qualité. Cependant, l'inconvénient 
majeur de l'utilisation de tranches de cerveau est de ne pas pouvoir 
reconstruire, à l'aide de la chambre claire, la totalité de l'axone. Dans cette 
étude, quelques axones ont été marqués sur une assez longue distance, 
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suffisante pour nous renseigner sur leur orientation. Il s'avère que les axones 
des neurones du SLml sont orientés principalement vers la commissure 
antérieure, le SM et le SLd. Des études récentes relatant les orientations 
préférentielles des neurones du SL indiquent que les neurones du SLml 
projettent massivement vers l'hypothalamus et les bdB, alors que les 
projections vers le SM sont faibles, comme cela a été détaillé précédemment 
(voir dans Rappels Bibliographiques p 6). Nos observations sont donc en 
accord avec la démonstration de l'existence d'un trajet descendant ventral pour 
les neurones du SLml. Dans notre étude, quelques axones semblent se projeter 
vers le SM, mais comme il n'est pas possible de suivre leur trajet sur une 
longue distance, il n'est pas impossible qu'ils adoptent une trajectoire plus 
ventrale après incurvation, comme cela est clairement observé pour certains 
neurones injectés. Les neurones décrits dans notre étude présentent en plus 
d'un axone de projection, de nombreuses collatérales axoniques bien 
développées qui forment des réseaux denses caractérisés par de nombreux 
"boutons en passant". Ces réseaux établissent probablement des contacts 
synaptiques avec des neurones voisins. Cette observation est à mettre en 
relation avec l'exemple du neurone injecté par la peroxydase dans le SLd 
(Phelan et coll, 1989a), qui se caractérise par une arborisation axonique 
particulièrement bien développée à proximité du corps cellulaire. A l'instar de 
ce neurone du SLd, les neurones du SLml pourraient non seulement se 
projeter vers diverses régions du cerveau, mais en plus contrôler l'activité de 
neurones du SL par leurs réseaux de collatérales. 

4 - Neurones à épines somatiques 

A l'échelle du microscope optique, chez le rat, les épines somatiques sont 
observées sur 20% des neurones imprégnés selon la technique de Golgi (Jakab 
et Leranth, 1990a). A la même échelle, lors de notre étude, nous avons observé 
des épines somatiques sur 6 des 36 cellules injectées. L'étude des neurones 
imprégnés par la technique d'imprégnation argentique de Golgi a révélé une 
proportion identique de neurones à épines somatiques. Il n'est pas à exclure 
que la présence de petites épines somatiques puisse échapper à l'observation au 
microscope optique. Cette supposition est vérifiée car, à l'échelle du 
microscope électronique, six cellules sur sept possèdent des épines somatiques. 
Ces résultats démontrent que des neurones à épines somatiques sont abondants 
dans le SLml de cobaye. 
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Nous n'avons pas observé de différences fondamentales entre les 
neurones présentant des épines somatiques et ceux qui en sont démunis, tant du 
point de vue des caractéristiques somatodendritiques que de l'axone. Il est 
intéressant de noter que Jakab et Leranth (1990a) ont décrit une orientation 
dorso-ventrale du champ dendritique, alors que nos résultats sont plutôt en 
faveur d'un contour dendritique plutôt sphérique et conique. 

5 - Observations ultrastructurales 

L'observation à l'échelle du microscope électronique de 7 neurones 
marqués par la peroxydase a donné des informations concernant leur 
ultrastructure et a permis la description des terminaisons nerveuses trouvées au 
contact des éléments marqués. Les cellules injectées présentent des 
caractéristiques morphologiques semblables à celles des neurones 
GABAergiques décrits chez le cobaye (Beauvillain et coll, 1991) et à celles des 
neurones à épines somatiques décrits dans le SLml du rat (Jakab et Leranth, 
1990a) :elles présentent des épines somatiques, un noyau indenté, un réticulum 
endoplasmique rugueux dispersé au sein de la cellule et des mitonchondries à 
proximité du noyau. Nous avons observé des terminaisons non-marquées 
établissant des synapses symétriques avec les neurones injectés. Cette 
constatation ne retire rien au fait qu'il puisse également exister des synapses de 
type assymétriques, observées par ailleurs dans le SL de cobaye (Beauvillain et 
coll, 1983, 1991) et dans le SLml de rat (Jakab et Leranth, 1990a). Quelques 
boutons, en apposition directe avec les éléments injectés, contiennent 
exclusivement des petites vésicules claires qui pourraient correspondre à des 
terminaisons nerveuses GABAergiques, comme cela a été observé dans le SL 
du cobaye (Beauvillain et coll, 1991) et dans le SLml du rat (Jakab et Leranth, 
1990b). D'autres boutons contiennent en plus des granules plus larges. Dans le 
SL du cobaye, les enképhalines ont été détectées dans ce genre de terminaisons 
(Beauvillain et coll, 1991 ). Il reste désormais à clarifier la nature chimique des 
boutons observés ici, mais il est hautement probable que les neurones à épines 
somatiques sont la cible des afférences enképhalinergiques provenant du NMD. 
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6 - Corrélation entre propriétés électrophysiologiques et 
caractéristiques morphologiques 

Notre étude comparative a porté sur les neurones de classe A et de classe 
C, étant donné que les neurones de classe B, en nombre plus réduit, ne se 
prêtent pas à une identification individuelle après l'injection intracellulaire .. 
Trois conclusions peuvent être tirées de nos résultats : 

-la morphologie des neurones du SLml révéle un type prédominant de 
neurones de grande taille possédant des caractéristiques précises. Il apparaît 
que les neurones de classe A et de classe C se répartissent indifféremment dans 
ce groupe décrit sur des critères morphologiques. Cela signifie que la 
morphologie des neurones de classe A est semblable à celle des neurones de 
classe C. Les neurones de plus petite taille, qui constituent un groupe distinct 
de faible effectif, possèdent également les propriétés électriques des neurones 
de classe A ou de classe C. 

- d'après les remarques précédentes, il peut être suggéré que les 
propriétés électrophysiologiques différentes des deux classes réflétent 
davantage des enregistrements réalisés à différents niveaux de la cellule plutôt 
que des enregistrements réalisés sur des cellules de types différents. Les 
neurones de classe A seraient des neurones où les enregistrements ont été 
réalisés au niveau du péricaryon, alors que pour les neurones de classe C, les 
enregistrements auraient été effectués au niveau des dendrites ou à la jonction 
somato-dendritique. Cette suggestion est en accord avec les données 
morphologiques concernant le nombre particulièrement important de neurones 
pourvus de troncs dendritiques élargis à la base. Ces élargissements pourraient 
représenter des sites préférentiels pour des pénétrations intradendritiques. Or, 
il existe cependant quelques neurones de classe C dépourvus de troncs 
dendritiques épais. Une explication de ce phénomène serait que l'élargissement 
de la dendrite primaire ne soit pas toujours visible sur nos préparations, selon 
le plan de coupe. 

- Enfin, sur l'ensemble des neurones présentant des épines somatiques, 
observés au niveau du microscope optique et électronique, 8 appartiennent à la 
classe A et un à la classe C. Ces données suggèrent fortement que ce type de 
neurones ne possède pas des propriétés morphologiques et électriques 
différentes de celles des autres neurones du SLml. 

En résumé, cette étude morphologique couplée à une caractérisation 
électrophysiologique nous a permis d'individualiser, dans le SLml, deux 
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populations de neurones. L'explication des enregistrements de classe A et C, 
qui sont fondamentalement différents par les types de décharges, peut être 
trouvée dans le fait que ces enregistrements soient réalisés à des emplacements 
différents pour les mêmes neurones. Les neurones à épines somatiques, bien 
que peu nombreux (16,6% du total), ne constituent pas un groupe à part. Ils 
sont indifféremment observés dans les deux types de populations. De même, ils · 
n'appartiennent pas préférentiellement à l'une ou l'autre des classes 
électrophysiologiques décrites dans cette étude. 

III. Caractérisation immunocytochimique de neurones 
du septum latéral médio-latéral après identification 
électrophysiologique et injection intracellulaire 

Le couplage de trois techniques, électrophysiologie, marquage 
intracellulaire et détection immunocytochimique de la nature du neurone 
injecté, ainsi que de ses afférences, a nécessité l'emploi d'un marqueur 
intracellulaire adéquat. La peroxydase, bien que donnant des images 
exploitables aux microscopes optique et électronique, ne peut convenir pour 
révéler, par des techniques immunocytochimiques, ni le contenu du neurone, 
ni la nature de ses afférences, à cause du précipité obtenu après la réaction 
histochimique. Le L Y permet de réaliser plus facilement ce type de techniques. 
Bien que le marquage soit compatible avec des techniques utilisant 
l'immunofluorescence (Reaves et Hayward, 1979) ou l'immunoperoxidase 
(Smithson et coll, 1984 ), nous avons rapidement abandonné ce marqueur au 
profit de la biocytine. La biocytine s'est révélée être le marqueur de choix 
pour ce type d'étude. Sa révélation avec de l'avidine couplé à la FITC ou la 
TRITC a permis de visualiser facilement les afférences au contact du neurone 
injecté ainsi que de déterminer sa nature chimique. 

Les résultats de ce travail démontrent que dans le SLml, des neurones 
présentant des propriétés électrophysiologiques semblables peuvent être 
distingués par la présence ou par l'absence de CaBP. La présence de CaBP 
dans un neurone a été parfois reliée à un type de décharge donné. Par exemple, 
différents types de neurones, présentant des potentiels d'action calciques haut
seuil, ont été signalés comme contenant la CaBP (Baimbridge et coll, 1992). Il 
est clairement établi que la CaBP intervient dans la régulation des taux de Ca++ 
intracellulaire, ainsi que dans la modulation des flux d'ions Ca++ des 
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compartiments extracellulaires vers les compartiments intracellulaires, par une 
action sur des canaux dépendants du voltage (Kohr et coll, 1991 ). Néammoins, 
l'expression de PA calciques ne nécessite pas forcément la présence de CaBP 
dans la cellule. Nos résultats sont en accord avec cette donnée, car ils montrent 
que les neurones identifiés sur le plan électrophysiologique comme possédant 
des propriétés électriques semblables contiennent ou non la CaBP. La détection 
de CaBP dans un neurone pourrait toutefois être le signe d'une intense activité 
métabolique, liée au besoin pour le neurone de répondre à des augmentations 
des concentrations de Ca++ intracellulaire qui surviennent en réponse à une 
activation soutenue de récepteurs conduisant à une entrée massive de Ca++. Il 
est connu que les agonistes des acides aminés excitateurs, appliqués 
expérimentalement à forte dose, ont une action neurotoxique par 
l'augmentation de la concentration en Ca++ intracellulaire qu'ils provoquent 
(Choi, 1988a, b ; Batini et coll, 1993). Dans ce sens, la présence de CaBP dans 
le neurone serait plus à relier à la nature de ses récepteurs et de ses afférences. 
Dans le cas du SLml, elle pourrait caractériser les neurones recevant 
l'innervation glutamatergique provenant de l'hippocampe, et les protéger 
spécifiquement des d'atteintes excitotoxiques qu'ils pourraient subir. En accord 
avec cette hypothèse, des résultats récents ont montré que certains neurones du 
SLml présentaient une réponse excitatrice exacerbée lors d'application de 
glutamate (B. Carette, communication personnelle) 

Nos résultats concernant l'innervation enképhalinergique des neurones 
identifiés sur le plan électrophysiologique appuient nos observations 
ultrastructurales qui laissaient supposer qu'ils reçoivent l'innervation 
provenant des fibres du tractus hypothalamo-septal. Ils montrent toutefois que 
ce n'est pas le cas pour tous les neurones identifiés. Les neurones recevant 
l'innervation enképhalinergique sont ou non IR-CaBP. Ils possèdent ou non des 
épines somatiques. Ces observations mettent le point sur la diversité des types 
cellulaires contactés par les fibres du tractus hypothalamo-septal. 
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Discussion Générale 



L'identification et la caractérisation de populations neuronales distinctes 
au sein d'une structure du système nerveux central constituent un des objectifs 
de la neurobiologie. La définition d'un type neuronal à partir de l'étude de ses 
afférences nerveuses, de ses propriétés électriques membranaires, de ses 
caractéristiques morphologiques et de son contenu immunocytochimique, 
permet d'accéder aux bases nécessaires pour appréhender son intervention dans 
certains phénomènes physiologiques ou comportementaux, si l'on admet que 
des particularités physiologiques ou morphologiques correspondent à des 
propriétés fonctionnelles spécifiques. 

Dans une première partie du présent travail, nous avons utilisé les 
méthodes immunocytochimiques pour localiser, chez le cobaye, les territoires 
du SL différentiellement innervés par les afférences SOM, TH, NT, VP et 
Enk. Des méthodes immunocytochimiques et histochimiques ont été aussi 
employées pour déterminer dans les neurones du SL la présence de GABA, de 
PV, de CaBP et de ND. L'étude de ces trois dernières substances dans le 
système nerveux central connaît actuellement un grand essor, d'une part à 
cause de leur nature neuroprotectrice, d'autre part parce qu'elles représentent 
dans certaines structures un moyen efficace de caractérisation de populations 
neuronales. 

Dans une deuxième partie du travail, l'effort méthodologique a porté sur 
le couplage des techniques électrophysiologiques et des techniques 
morphologiques, qui constitue un outil de tout premier ordre pour tenter de 
relier, à l'échelon individuel, la physiologie et la morphologie du neurone. La 
combinaison de ces deux techniques est difficilement réalisable sur l'animal 
entier. Par contre, l'utilisation de tranches de cerveau se prête bien à ce genre 
d'investigation. Les préparations conservent une relative intégrité du tissu 
nerveux et les circuits neuronaux locaux restent fonctionnels. Le traitement 
immunocytochimique réalisé sur des neurones identifiés, tant au point de vue 
électrophysiologique qu'au point de vue morphologique, apporte des 
renseignements complémentaires en révélant la nature de leurs afférences et en 
identifiant leur contenu neurochimique. Nous avons développé et appliqué cette 
méthodologie à l'étude de neurones individuels du SLml. structure qui se situe 
à l'interface des centres cérébraux supérieurs et de l'hypothalamus. Une 
attention particulière a été portée· dans cette étude à l'innervation 
enképhalinergique du SL, pris dans son ensemble et à celle des neurones 
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identifiés dans le SLml, car les neurones recevant cette innervation sont la 
cible du tractus hypothalamo-septal originaire du NMD. 

Nos résultats, obtenus chez le cobaye, apportent la première description 
complète des propriétés électriques des neurones du SLml (Carette et coll, 
1992). Ils mettent en relief leur homogénéité relative. Il s'avère en effet que la 
majorité des neurones (classes A et C : 79,3%) présentent des décharges 
électriques typiques, comportant des PA calciques haut-seuil dans des 
conditions d'enregistrement normal. Des caractéristiques électrophysiologiques 
semblables ont été mises en évidence pour la plupart des neurones du SLd dans 
la même espèce (Alvarez de Toledo et Lopez-Bameo, 1988). Nos observations 
étendent au SLml ces observations originales et suggèrent que les propriétés 
électrophysiologiques décrites dans la présente étude caractérisent non 
seulement les neurones du SLml mais aussi l'ensemble des neurones du SL. 
Force est de constater que les études réalisées chez le rat, bien que très 
fragmentaires, suggèrent une différence d'espèce radicale quant aux propriétés 
électriques intrinsèques des neurones du SLml. Cette constatation, si elle 
s'affirme, est troublante dans la mesure où l'on tend à supposer que les rôles 
du SL sont comparables dans les deux espèces. 

Les techniques de marquage intracellulaire nous ont permis d'apporter la 
première description détaillée des caractéristiques morphologiques des 
neurones du SLml (Doutrelant et coll, 1993c). Une réserve doit être faite car 
notre étude morphologique ne s'adresse, pour des raisons purement techniques, 
qu'aux seuls neurones des classes A etC, mais, rappelions-le, ces groupes sont 
largement majoritaires dans la structure considérée. Si on exclut certaines 
particularités morphologiques mineures, notre étude révéle une certaine 
homogénéité dans la morphologie des neurones. La majorité de ceux-ci (83%) 
sont en effet des neurones de grande taille, reconnaissables à leurs 
épaississements dendritiques parfois spectaculaires et à leurs nombreuses épines 
dendritiques. Ces résultats ont été confortés par les observations effectuées 
après imprégnation argentique de Golgi. Contrairement à l'opposition des 
propriétés électriques qui semble se manifester entre le rat et le cobaye, les 
neurones du SLml décrits dans cette étude présentent de nombreuses 
similitudes avec les neurones de type II décrits chez le rat par Alonso et 
Frotscher (1989a). 

Le rapprochement des données électrophysiologiques et morphologiques 
montre donc que les neurones de classe A et C forment un groupe 
morphologique relativement homogène. Cette constatation nous a amené à 
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suggérer que les deux classes de neurones correspondent à un même type 
morphologique mais qu'ils diffèrent en fonction du site d'enregistrement, soit 
le corps cellulaire pour les neurones de classe A, soit la limite soma/dendrite, 
voire même la dendrite, pour les neurones de classe C. 

En définitive, le SLml, tout au moins chez le cobaye, est constitué d'un 
ensemble prépondérant de neurones possédant des propriétés électriques et 
morphologiques communes. Il est intéressant de mettre en parallèle cette 
conclusion avec les observations que nous avons réalisées par ailleurs dans le 
NMD. Bien que ce noyau présente un aspect extrêmement homogène et qu'il 
soit très spécialisé - par ses neurones uniquement enképhalinergiques et par sa 
projection massive vers le SL - des injections intracellulaires ont montré qu'il 
était constitué de types morphologiques très différents (Doutrelant et coll, 
1992). Des études électrophysiologiques du même noyau ont récemment révélé 
une forte hétérogénéité dans les propriétés électriques des neurones qui le 
constituent (1. Niespodziani, communication personnelle). Cet exemple montre 
bien que l'association des techniques d'enregistrement et d'injection 
intracellulaires apportent un éclairage original lorsqu'il s'agit de juger 
l'homogénéité ou l'hétérogénéité d'une région donnée du système nerveux, afin 
d'en tirer des conséquences fonctionnelles. 

L'apparente homogénéité qui apparaît pour les neurones du SLml et par 
extension pour le SL entier, est difficilement conciliable avec la diversité des 
nombreuses fonctions remplies par ces structures, fonctions qui ont été 
rappelées dans une première partie de la thèse. Des indices de cette diversité 
peuvent toutefois être trouvés dans la variété des afférences qui contactent les 
neurones, ainsi que dans leur contenu neurochimique. 

La diversité des rôles attribués au SL est éclairée par la mise en évidence 
de fibres et terminaisons nerveuses immunoréactives pour diverses substances 
neuroactives. Nos résultats chez le cobaye ne montrent pas de différences 
frappantes avec ce qui est observé chez le rat. Les substances identifiées 
peuvent exercer une action synergique en tant qu'agonistes ou antagonistes et 
déterminer ainsi l'activité des neurones contactés. Nous avons montré la 
présence de nombreux arrangements périsomatiques pour la SOM, la TH, la 
NT et l'Enlc Cette disposition tout à fait particulière des terminaisons semble 
caractériser l'innervation des neurones du SL. Elle peut être le reflet d'une 
répétition nécessaire de l'information synaptique. L'ensemble de ces données, 
certes purement descriptives, suggère que par l'extrême variété de ses 
afférences, les neurones du SL peuvent être impliqués dans des fonctions 
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diverses. Chez le rat, les travaux de l'équipe de Jakab ont montré que les 
neurones du SLml avaient un rôle potentiel dans l'intégration de messages 
multiples. L'étude réalisée chez le cobaye ne permet pas de conclure en des 
termes identiques, mais le recoupement de territoires innervés par des 
terminaisons de différents types indique de toute évidence que les neurones du 
SLml, comme chez le rat, peuvent recevoir des afférences multiples et 
convergentes. De même, la coexistence de TH/NT et TH/SOM, clairement 
démontrée chez le rat par les mêmes auteurs, est suggérée chez le cobaye par 
la distribution de ces mêmes terminaisons dans le SLml. 

La diversité des populations neuronales du SL est notable lorsque l'on 
examine la répartition des neurones contenant le GABA, la CaBP et le ND. Ces 
populations sont en effet diversement réparties sur l'ensemble du SL. Si la 
répartition des neurones à CaBP telle que nous le démontrons chez le cobaye 
est comparable à celle observée chez le rat, nos résultats apportent des données 
originales concernant, dans le SL, l'existence de neurones à ND, l'existence 
d'un fort contingent de fibres à ND et une colocalisation CaBP/ND (Doutrelant 
et coll, 1993a, b ). De plus, nos expériences réalisées sur des neurones 
individuels du SLml montrent que la présence de CaBP ne reflète pas ici des 
propriétés électriques particulières. En effet, la CaBP est détectée ou non dans 
des neurones ayant les mêmes propriétés membranaires intrinsèques. 
L'existence de neurones contenant la ND, parfois associée à la CaBP, constitue 
une particularité du SL du cobaye, dont les conséquences fonctionnelles restent 
à déterminer. L'action neuroprotectrice de la CaBP et de la ND est maintenant 
bien démontrée. Nous avons avancé l'hypothèse selon laquelle, dans le SL et 
plus particulièrement dans le SLml, la CaBP pourrait jouer un rôle protecteur 
pour les neurones recevant les afférences excitatrices glutamatergiques 
provenant de l'hippocampe. De même, la présence de ND dans des populations 
spécifiques de neurones pourraient avoir un rapport avec une protection de ces 
derniers vis-à-vis d'actions excitotoxiques. 

Nos travaux effectués sur des neurones individuels du SLml permettent 
d'établir un parallèle avec les données concernant les neurones à épines 
somatiques qui, selon les résultats de l'équipe de Jakab, caractérisent cette 
subdivision particulière du SL du rat. 

Les neurones à épines somatiques existent dans la même proportion chez 
le cobaye, lorsqu'ils sont examinés à l'échelle du microscope optique. 
L'examen ultrastructural nous révèle en effet un nombre plus important de 
neurones présentant des épines somatiques, bien sûr de plus petite taille. Si les 
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épines somatiques visibles en microscopie optique qualifient chez le rat les 
neurones recevant les afférences glutamatergiques provenant de l'hippocampe, 
nous pouvons suggérer qu'il en est de même chez le cobaye. Cette observation 
appuierait l'hypothèse formulée précédemment sur le rôle neuroprotecteur de 
substances, qui devraient être trouvées spécifiquement dans les neurones 
innervés par ces afférences. Cela est en partie confirmé par notre 
démonstration que des neurones à épines somatiques contiennent la CaBP. 

En tout état de cause, il apparaît dans notre étude que les neurones à 
épines somatiques ne peuvent être reconnus par leurs propriétés électriques, 
qui ne diffèrent pas de celles des autres neurones du SLml. 

Chez le rat, la plupart des neurones à épines somatiques sont 
GABAergiques. Notre étude immunocytochimique montre que le SL de cobaye 
contient un nombre important de neurones GABAergiques. La détection du 
GABA dans des neurones injectés est difficile à obtenir en microscopie optique 
(Scharfman et coll, 1989). Pour définir la nature GABAergique des neurones 
identifiés, nous avons utilisé la CaBP et la PV comme marqueurs du GABA. 
Dans notre étude, les neurones IR-PV sont très rares et la distribution des 
neurones GABAergiques et des neurones à CaBP est relativement distincte. Ce 
dernier point est quelque peu en désaccord avec les données de Jakab et coll 
(1991b), dans le sens où ces auteurs considèrent la CaBP comme un marqueur 
fiable des neurones GABAergiques. 

Il est bien établi que les neurones GABAergiques du SL ont une 
importance fonctionnelle dans la boucle de régulation septo-hippocampo
septale. Etant donné sa nature de neurotransmetteur inhibiteur, les neurones 
GABAergiques du SL sont directement impliqués dans des mécanismes 
inhibiteurs. De France et coll (1972, 1973, 1975) ont montré que la 
stimulation de la fimbria entraînait une inhibition des neurones du SL précédée 
d'une courte période d'excitation. Cette inhibition est de nature GABAergique 
(Stevens et coll, 1987). Comme la fimbria convoie des afférences purement 
excitatrices, l'observation d'une inhibition utilisant le GABA comme 
neurotransmetteur nécessite la présence d'intemeurones locaux. Notre étude 
électrophysiologique a montré, lors de l'application de bicuculline, l'existence 
d'une transmission GABAergique fonctionnelle, nécessitant la présence 
d'intemeurones GABAergiques dans · la tranche. Ces interneurones, ou 
intemeurones Golgi de type II, n'existent pas dans le SL (Ramon y Cajal, 
1909). Toutefois, nos injections intracellulaires ont révélé l'existence de 
neurones de projection qui se ramifiaient densément à proximité du corps 
cellulaire. La présence de "boutons en passant" suggère l'existence de contacts 
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locaux. Il est possible que ce soient ces neurones qui réalisent l'innervation 
GABAergique du SLml lui-même, tout en innervant d'autres territoires, 
comme le montre la direction des axones de projection. La mise en évidence de 
GABA dans les corps cellulaires et dans les terminaisons nerveuses des 
neurones injectés, réalisable à l'échelon ultrastructural par la méthode décrite 
par Somogyi et Freund (1989), permettrait d'asseoir définitivement cette 
hypothèse. Si l'on tient compte de la projection massive des neurones de SLml 
vers l'aire préoptique et l'hypothalamus, la démonstration de l'existence de 
neurones de projection GABAergiques originaires du S L ml peut être 
fondamentale. Actuellement de nombreuses questions restent en suspens quant 
à la régulation GABAergique de populations de neurones impliquées dans les 
fonctions neuroendocrines. Il peut être supposé que ce soient les neurones 
GABAergiques du SLml qui relaient l'influence inhibitrice provenant de 
l'hippocampe, sur les neurones préoptiques et hypothalamiques directement 
impliqués dans ces fonctions. 

En dernier lieu, notre étude apporte des renseignements originaux sur la 
multiplicité des types cellulaires contactés par les terminaisons 
enképhalinergiques du tractus hypothalamo-septal. Il est clair que cette 
diversité ne s'exprime pas par une morphologie ou des propriétés électriques 
particulières. Nos expériences de marquage intracellulaire couplé à 
l'immunocytochimie des fibres enképhalinergiques établissent clairement que 
les propriétés membranaires intrinsèques des neurones ne constituent pas une 
base qui permette de les identifier en tant que neurones-cibles du tractus. Les 
mêmes expériences montrent en outre que la présence d'épines somatiques 
visibles en microscopie optique n'est pas en rapport avec l'innervation 
enképhalinergique. La diversité des types cellulaires contactés par les fibres 
enképhalinergiques s'exprime dans notre étude par le contenu des neurones en 
CaBP et en ND. L'exemple du noyau stigmoïde l'illustre bien car ce petit 
groupe de neurones, situé dans la partie la plus dorsale et la plus ventrale du 
SLml, contient une forte population de neurones à CaBP, à ND et de neurones 
colocalisant les deux substances. Ces trois populations distinctes de neurones 
sont innervées par les fibres enképhalinergiques. Il en est de même pour les 
neurones du SLml pris dans son ensemble. Ces résultats laissent pressentir que 
le tractus hypothalamo-septal intéresse des neurones impliqués dans des 
régulations diverses, dont les particularités doivent plutôt être recherchées 
dans leur contenu neurochimique, dans leurs types d'afférences mais aussi dans 
leurs projections spécifiques. 
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Le rôle du tractus enképhalinergique hypothalamo-septal est encore 
inconnu. La recherche de ce rôle chez le cobaye constitue un des thèmes 
développés dans notre laboratoire d'accueil. L'hypothèse de travail est que les 
enképhalines exerceraient dans le SLml une modulation de l'activité des 
neurones situés à l'articulation hippocampo-hypothalamique. Nos résultats 
d'ordre morphologique indiquent que des neurones, par leurs épines 
somatiques, par leur contenu en CaBP, sont comparables à ceux qui reçoivent 
chez le rat la projection de l'hippocampe. Ils montrent que ces mêmes 
neurones sont la cible du tractus enképhalinergique. Ils laissent supposer qu'ils 
reçoivent des afférences multiples de même nature que celles qui sont décrites 
chez le rat. Nos résultats d'ordre électrophysiologique apportent les 
connaissances nécessaires pour développer l'étude des mécanismes d'action des 
enképhalines et d'autres substances neuroactives sur les propriétés 
membranaires intrinsèques et les propriétés synaptiques des neurones du 
SLml. L'ensemble des résultats apporte les bases d'une étude précise des 
modulations nerveuses qui s'exercent sur un système potentiellement impliqué 
dans de nombreuses fonctions, dont les fonctions neuroendocrines. 
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Résumé 



Par leur situation au sein du complexe hippocampo-septo-hypothalamique, les neurones 

du septum latéral sont potentiellement impliqués dans la modulation d'informations nerveuses 

provenant des centres cérébraux supérieurs et dans le transfert de ces informations vers des 

régions impliquées dans des fonctions neuroendocrines. L'étude de ces neurones a été réalisée 

chez le cobaye en associant des techniques morphologiques et électrophysiologiques. 

La diversité des fibres et des terminaisons nerveuses afférentes au septum latéral, 

démontrée par immunocytochimie avec des anticorps dirigés contre la somatostatine, la 

neurotensine, la tyrosine hydroxylase, la vasopressine, la met-enképhaline, traduit les 

influences multiples relayées par cette structure. Des populations spécifiques de neurones 

contenant le GABA, la calbindin-D28K, la NADPH-diaphorase ont été détectées par des 

méthodes immunocytochimiques et histochimiques. La présence des deux dernières substances 

dans les neurones est à relier à une action protectrice qu'elles exerceraient vis-à-vis des 

influences glutamatergiques provenant de l'hippocampe. 

Des techniques d'enregistrement et de marquage intracellulaires ont été utilisées sur des 

tranches de septum latéral maintenues en survie. Les résultats électrophysiologiques (n=174) 

montrent l'existence de 3 catégories principales de neurones. Les 2 classes majoritaires (79,3%) 

sont caractérisées par des potentiels d'action calciques haut-seuil qui apparaissent sans que les 

conductances potassiques entrantes n'aient à être bloquées. Les décharges d'une de ces deux 

classes suggèrent des enregistrements intradendritiques. Les résultats morphologiques ont été 

obtenus à l'échelle optique et électronique après injection de peroxydase ou de biocytine dans 

les neurones étudiés (n=36). Ils permettent d'associer les neurones identifiés sur le plan 

électrophysiologique comme appartenant aux 2 classes majoritaires à un type neuronal 

commun, caractérisé par des corps cellulaires de grande taille, des épaississements dendritiques 

et des épines dendritiques (83% des neurones injectés). Une sous-population de ces neurones 

présente des épines somatiques et l'.!':,t- immunoréactivt_ pour la calbindin-D28K. En cela, ils 

sont semblables aux neurones décrits chez le rat comme recevant l'innervation de l'hippocampe. 

Certains neurones sont entourés par des terminaisons enképhalinergiques, provenant de 

neurones hypothalamiques, ce qui suggère le rôle modulateur des enképhalines dans les 

processus d'intégration nerveuse à l'articulation hippocampo-hypothalamique. 
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