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Résumé

Les couches superficielles du colliculus postérieur de deux souches de souris
consanguines, susceptibles de lacon différente aux crises audiogénes, ont é1é
examindes par la technigue de Golgi. Les corps cellulaires des neurones observés chez
les souris de la souche DBA/2J se sont avérés, cn moyenne, signilicativement plus
grands que ceux observes chez les souris de la souche C57BL/6J. De méme, ['élendue
spatiale des arborisations dendritiques s'est avérée plus grande et la complexité des
embranchements dendritiques s’est révélée ditférente chez les souris DBA/2]. Bien
que ces différences soient associées A la différence de la susceptibilité aux crises
audiogenes entre ces deux souches de souris, d autres ¢udes sont néeessaires avant
d’affirmerque cette différence comportementale est direclement lide aux diftérences

morphologiques que nous décrivons.
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Introduction
L'existence d une rélation liant structure ct fonction, hypothese magistralement
défenduc au début du siccle dernier par Lamarck et Cuvier na cessé. jusqu’a nos jous,
d’inspirer des travaux ct suscile ausst de nombreuses interrogations ¢l controverses.
Pour ce qui est du cerveau, de nombreuses études ont é1é menés pour tenter d'établir
I’existence de cette rélation notamment en ce qui concerne |'anatomie et le
comportement. Ainsi, par exemple, la taille du cerveau a €1é correlée avec les
capacités intellectuo-cognitives (voir Gould 1981 pour une discussion passionée de
cette question). Ces recherches ont €€ nitides des I'épogue ou nos connaissances du
cerveau ne reposaient que sur I'observation & I"ocil nu. Avec l'introduction de la
microscopie optique, les travaux, loin de ressoudre le débat, n’ont fait que
I"approtondir. Ainsi, l¢ pathologiste Oskar Vogt s'est interrogé sur Ies bases
neurocytologiques des aptitudes supéricures ct de la "génie” (voir Spengler 1995) en
analysant la morphologic des neurones pyramidaux du cortex cérébral chez les
cadavres de célébrités tel Lénine. D autres neuroanatomistes se sont également mis 4
la recherche de correlats morphologiques de I'arriération mentale (Marin-Padilla 1972,
1974; Huttenlocher 1974; Purpura 1974). Plus recemment, on a assité a un large débat
sur les effets possibles des anomalies du corps calleux sur le comportement (voir
Lassonde ¢t Jeeves 1990).

Parallclement, un deuxi¢me volet de recherche s'est ouvert avee IMintroduction

de "modeles animaux". Ces modeles ont commencé a préoccuper la comunauté
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biomédicale & partir du moment ou le dépistage de la phénylcélonuric [ut effectué chez
certaines souches de souris consanguines (Coleman 1960).

C’est dans le cadre général de cetle problématique que s'inscril notre travail
developpé autour d'un modele animal, la souris génétiquement prédisposée 2
["épilepsie audiogene, lorme proche de I'épilepsic focale ou Jacksonienne (Ward el
Collins 1971). En clair, nous sommes attachés dans cetle étude a rechercher les bases
structurales pouvant rendre comple de ce dystfonctionnement cérébral. Au préalable,
plusicurs questions devraient ure posées.

Que savons-nous des diftérences morphologiques entre les neurones d'un toyer
épileptique (A.A. Ward, 1969) ¢t ccux d'un tissu cortical normal? 2. Existe-l-il chez
I’animal un modele proche de certaines formes de I'épilepsie humaine (Ward and
Collins, 1971)7 et 3. Sicela est e cas, les trails morphologiques qui caracterisent

I'épilepsie sont-ils démontrables chez ces modeles?

Certains rongeurs, ainsi que certaines souches de rongeurs sont génétiquement
prédisposés aux convulsions épileptiformes a la suite d'une exposition a une
stimulation sonore intense, alors que d autres ne le sont pas (souris: Collins, 1972;
Neumann and Collins, 1991; rals: Faingold el al., 1986; Ribak et al., 1994). Il a é1é
montré dans certains travaux (Ward et Collins 1971) que les zones du cerveau
responsables des crises audiogénes s'inscrivaient dans les structures audilives basses,

correspondantes, rds vraiseblablement, au colliculus postéricur (Faingold et al. 1986;
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McCown et al. 1991). De plus, différents résultats, tant ¢lectrophysiologiques (Ward
1972; Faingold et al. 1986) que biochimiques (McCown et al. 1991), mais aussi
obtenus apres lésion de cetle structure (Ward 1971; Ribak et al. 1994) ont permis de
conlorter cete hypothese. 11 Taut cependant remarquer que les descriptions
anatomiques du colliculus postérieur des rongeurs sont quelque peu fragmentaires
(souris: Meininger el al. 1986; Willard ¢t Ryugo 1983; rats: Faye-Lund ¢t Osen 1985)
et qu aucune d'entre elles ne souleve la question de 'existence possible de diftférences
possibles entre les membres prédisposés et résistants aux crises audiogénes chez une

méme espece.

Aussi, nous nous sommes demandé si la différence comportementale entre les
sourts prédisposcées aux crises audiogenes et celles qui y sont résistantes pouvait Etre
associée d des diftérences morphologigues dans 'organisation de la voie auditive.
Dans ce rapport, nous présentons les résultats d une ¢tude sur le mode de ramification
dendritique des ncurones des couches superficielles du colliculus postérieur chez les
souris DBA/2J, prédisposées géndtiquement aux crises audiogeénes (Collins and Fuller,

1968) el les souris C57BL/6J, résistantes & ces crises (Henry, 1967).
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Matériels et méthodes

Pour la bonne marche de cette étude, deux souches de souris oblenues A partir
du croisement consanguin de paires de souris ¢n provenance du Laboratoire Jackson
ont été employées. Ainsi, 10 souris de la souche consanguine DBA/2J ¢t 8 souris de la

souche consanguine C57BL/6) ont é1¢ ulilisées.

Alin de récupdrer 'encéphale, chaque animal a $té perfusé sous anesthésie -
Avertin 2.5%- (Hogan ct al., 19¥6) par voic intracardiaque, a travers le ventricule
gauche. Le systiéme vusculuir‘u a CLE d7abord lavé d Maide d'une solution saline dans
un tampon-phosphate (0.2M, pH 7.4), puis le cerveau a été fixé en administrant un
mélange composé de paraformaldéhyde 4% et de glutaraldéhyde 1% dans un tampon-
phosphate (0.2M, pH 7.4). L encéphale préleveé a 818 postlixé dans le méme liquide

fixateur jusqu'au moment de 'impregnation.

L'imprégnation a été réalisée en employant une variante de la technique de
Golgi-Kopsch. Pour ce faire, I'encéphale, soignement débarassé de ces meninges est
déposé sur une laine de verre nettoyée au préalable, a [Maide d une solution dacide
sulfurochromique. (L utilisation de la laine de verre Tavorise une imprégnation

complete grice A la lMotlaison du tissu).
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L'ensemble a €€ ensuile immerge dans un mélange composé de 80 parties de
bichromate de potassium (K,Cr,0);) & 3.5%, de 12 parties de formol 2 10% et de 8
partics de glutaraldéhyde a 25% pour une période de 12 heures. Celle immersion a €6

répélée une deuxieme fois, également pour une période de 12 heurcs.

Par la suile, I¢ cerveau a €18 dépos¢ dans une solution de bichromate de
potassium 3 3.5% durant quatre jours, puis il a &é transléré dans un bain de nitrate

d'argent (AgNO,) & 0.75% durant quatre jours.

A la suite de cette double imprégnation, I'encéphale a été débité en coupes
frontales de 100 pm a Maide d'un vibratome D.S.K. Microsclicer. Chaque coupe a éié
récupérée dans de Palcool @ 70%. Seules les coupes colliculaires postéricures ont été
récupérées. Par la suite, chacune des coupes a été déshydratée dans de alcool A
100%, éclaircie dans du terpineol, rincée dans du xyleéne, montée en série sur des

lames gélatinées (2%) et recouverte d'une lamelle collée A I'Eukill.

L analyse des ncurones impregnés a S8 ctlectué a partir de leurs dessing
détaillés, réalisés grice a un dispositil’ graphique adaplé au microscope optique. Les
contours des ncurones ainsi que leurs arborisations dendritiques ont &té tracées en

utilisant un grossissement final de 690.
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La superficic ainsi que la périmetre somaltique ont été mesurées A partir de ces
dessins, ceci a I'aide d’une tablette graphique contrdlée par un soltware commercial
(SigmaScan). A partir de ces mesures, un indice de forme sans dimension (AUSTIN,

1984) a ¢té calculd a partir de la formule suivante:

S= Périphéric’/ Superficie*4n

Cet indice de forme posseéde comme valeur 1 lorsqu’il s’agit d’un cercle
parfail. Ce méme indice prend une valeur approximativement ¢gale a 1.2 lorsqu’il
s’agil d'unc ¢llipse ¢l une valeur approximativement Sgale a 1.65 pour un triangle

dquilatéral,

Le diameétre de chaque corps cellulaire a €1é calculé A partir de la taille du soma en
employant la formule suivanie:

D.= 2.N(A/m)

Le méme systeme a ¢é1¢ utilisé pour mesurer la superficie et le périmetre des

champs dendritiques. Ceux-ci ont été mesurés comme des polygones dans lesquels les
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apex €taient déterminés depuis la terminaison de chaque branche dendritique du
ncurone constdéré (Figure 1), Les aires de ces polygones représentent, dvidemment,
une estimation de I'élendue spatiale des arborisations dendritiques.  Les indices de
forme de ces polygones ont §ié calculés de lTa méme maniére que pour les corps

cellulaires.

Résultats

La variante de la technique de Golgi-Kopsch gque nous avons utlisée a donné
une imprégnation aléatoire, des neurones (Figures 2 et 3) des couches superticielles du
colliculus postéricur (corlex colliculi posterioris, Sidman et al., 1971: cortex dorsal,
Willard and RyYuG, 1983; Meininger et al., 1986). Les mesures présentées ici onl €té
obtenues a partir des dessins des neurones observés dans cette région;  Léchantillon

des neurones analysés a éié de 100 pour chacune des deux souches de souris.
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I. Corps ccllulaires des neuronces.

Les valeurs moyennes de Uindice de forme des corps cellulaires sont
statistiquement semblables cherz les deux souches de souris (souris DBA/2J; moy=
1301, 95% de limite de conliance £ 0.029: sourts CS7BL/6J: moy= 1.314, 95% de
limite de conliance £ 0.022; F,,=0.24 p>0.75). Nous ¢n concluons. done, que la
variabilité morphologique des corps cellulaires des neurones des couches supérticielles

du colliculus postéricur sont semblables chez les deux souches de souris consanguines.

Nous avouns toutefois remarqué que les quelques corps cellulaires elliptiques
des ncurones imprégnds étaient légerement plus grands cher les sourts DBA/2)
(diametre ¢quivalent moyen 18 um) que chez les souris CS7BL/G) (diametre
équivalent 15 um; Figure 4). Compte enu de la Torme hautement non-Gaussienne des
distributions de [réquence de celle variable, nous avons dit les comparer 4 1'aide du
lest statistique de distribution libre de KOEMOGOROV-SMIRNOV (SOKAL and ROHLF,
1981). Cetle comparaison a relevé Pexistence drune dillérence signilicalive 3 une

probabilit¢ de p<0.001,

2. Processus dendritiques.
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Les corps cellulaires portent de 2 4 8 troncs dendritiques. Ce nombre est
légerement moindre chez les souris C57BL/6J (médiane = 4) que chez les souris
DBA/2J (médiane = 5; K*, = 28.8, p<0.001: voir Table 1). En aucun cas nous avons
observé des cellules ressemblant aux neurones pyramidaux du cortex cérébral. Ces
trones sonl I'réquemment divisés en dendrites secondaires; e ratio moyen du nombre
de dendrites secondaires par rapport au nombre de dendrites primaires s'est revelé
constant pour les deux souches de souris (DBA/2J, 1.44 £ 0.08; CS57BL/6J, 1.45 *
0.22; F, 1o,= 0.01, P>0.75). Cependant, les schémes d’embranchement des trones
secondaires et des autres dendrites d ordre supérieur aparraissent sensiblement
dillérents chez les deux souches. Les neurones de chaqgue ¢chantillon ont 816 classitiés
en erme de leur degré terminal d'embranchement. Ainsi, une vanable méristique égale
4 2 signitie qu’aucun dendrile d ordre secondaire ne se subdivise, lors gqu'elle est égale
A 3 qu’aucun dendrite d’ordre tertiaire ne se subdivise ¢t ainsi de suite (Tableau 2).
Lexamen détaillé de la Tableau 2 nous indique une dillérence hautement signiticative

= 5437, p<0.001). Celle-ci rélldte une profusion

L

entre les deux ¢chantillons (X

d’embranchement des neurones observés chez les souris DBA/2Y.

Les distributions de téquence de I'étendue spatiale des arborisations
ncuronales, pour chaque souche de souris, sont présentées dans laFigure 5. L'examen
de cetie tigure nous dévotile que les arborisations dendritiques des neurones des souris

DBA/2J s’ étendent sur une plus grande surface;  la superlicic médiane pour les
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neurones observes chez les souris DBA/2J (44 900 um?) ¢tant signilicativement plus
grande que celle des neurones observés chez les souris CS7BL/6J (4 800 um2 p<0.001,
test de Kolmogorov-Smirnov). Les distributions d’indice de forme de ces champs
dendritiques (Figure 3) sont statistiquement diflérentes chez les deux souches de
souris, tant ¢n terme de variabilité (souris DBA/2J, O7 = 0.7599; souris CS7TBL/6S, O
= 0.3799: Fmax, 4, = 1.99, p<0.01), qu'au niveau des valeurs moyennes (souris
DBA/2], moy = 2.616; souris C57BL/6J, moy = 2.125: F 4, = 12.02, p<0.001), la

derniere différence comptant pour 16.7 % de la variance expliquée.
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Discussion

Nos résultats indiquent clairement 'existence d'une dillérence au niveau de
["architecture dendritique des neurones des couches superficielles du colliculus
postérieur des deux souches de souris consanguines dont I'une présente une
susceptibilité aux crises audiogénes. Bien que pour McCown ct al., 1991, le foyer
¢pileptique s'inscrit bien danys cetle structure, il nous est difficile dans "élat actuel de
notre travail d allirmer que les dilfférences morphologiques que nous déerivons soient
nécessairement relides. de fagon causale. a la différence de la susceplibilité aux crises

audiogénes obscrvé entre Ies deux souches de sourts DBA/2) et CS7TBL/6].

Bicn que plusicurs Eludes antéricures aient démontré que la variation
anatomique de certains régions du télencéphale, soit entre dilférentes souches
consanguines (Wimer ct al,, [909), soit entre lignes sélectionnées (Zamenho! and
Marthens, 1976; Ward and Collins, 1985) est [réquemment associée A des différences
comportementales (Wimer et al., 1983; Ward el al., 1986), d autres études débouchent
sur les conclusions inverses. Ainsi, les tentatives visanl & rehier des anomalies du corps
calleux A des variations comportementales nhont pas €. généralement. couronnées de
succes (Ward et al., 1987; Schmidt et al., 1991; Laroche and Ward, 1992). En outre,
certaines études menées sur la morphologie squelettique et des polymorphismes

génétiques chez les souris consanguines (Taylor, 19725 Festing and Lovell, 19381
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Ward, 1985) sTaccordent pour dire que les souches CS57, dérivées des souris de
Mademoiselle Lathrop (Taylor, 1972), sont quelque peu différentes des autres souches
consanguines. Il est également possible que la restriction spatiale des arborisations
dendritiques que nous décrivons chez les souris C57BL/6J soient une particularité de
cette souche plutdt qu'une propriété générale des souris résistantes aux crises

audiogenes.

De plus, la littérature fragmentaire abordant les roles des différentes divisions
du colliculus postérieur dans la susceptibilité aux crises audiogenes est contradictoire.
Alors que McCown et al. (1991) montrent par Ie biais de la technique de déoxyglucose
que "activité de crise chez le ral semble Cure initide dans les couches corticales du
colliculus postéricur. Willott ¢t Lu (1980) trouvent que les I8sions dans ces mémes
couches ont un effet moins prononcé sur I'activité de crise que les Iésions du noyau
central. Des travaux supplémentaires seront donc nécessaires afin de statuer de fagon

plus claire sur cette controverse.

Par aillcurs, pour des raisons diverses, nos données sont diflicilement
comparables 2 celle de A.A. Ward (1969). Ce dernier alfirme que les neurones d’un
foyer épileptique sont moins fournis en €pines dendritiques que les neurones normaux.
Cependant, I'étude quantitative de ces prolils dendritiques se heurte a des problemes

méthodologiques (Feldman and Peters, 1979; Ward et al., 1995) qui rendent difticile
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['estimation du nombre lotal des épines porlées par un neurone. A titre d'exemple,
certains profils €pineux sont masqués par I'ombre de la dendrite imprégnée et, en
conséquence. le nombre d'Epines observées sous-estime le nombre réel. Bien que
Feldman el Peters (1979) proposent un facteur de correction pour palier a cetle sous-
estimation, leur dérivation de ce facteur néeessite quelques présuppositions selon
laquelle, par exemple, la distribution des €pines est aléatoire, point de vue récemment
contesté (Ward et al., 1995). Dans ce contexte contlictuel, il sera nécessaire, dans
I"avenir, d entreprendre une ¢tude comparative détaillée des densités d'épines
dendritiques chez. les souris de souches consanguines DBA/2J et C57BL/6J, en

utilisant, par excmple, la technique de la microscopie conlocale.

L1 est toutetois clair que nos résultats montrant des différences morphologiques
associées A des dillérences génotypiques entre souches q«: souris.-consanguines
soulévent d’autres difficultés d’interprétation. Plusieurs éludes d’anatomie comparative
(voir e.g. Repérant ct al., 1992; Ward ct al., 1995 pour unc revue) ont on eflel moniré
que ces différences pouvaient dépendre des spécimens capturés sur le terrain. De plus,
le degré de variation génétique a I'intéricur des populations naturclles est maintenant
reconnu, en général, comme étant considérable (Rasmussen, 196&:  Avise and
Selander, 1972; Lewontin, 1974). Par ailleurs, il ¢st concevable que ["augmentation
signilicative de la variation génétique puisse exister entre les petits ¢chantillons dune

méme espece utilisés lors des études d analomie comparalive. En conséquence, il esl
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raisonnable de penser que certaines des inconsistances relevées entre les études
répétées sur une méme ou entre especes proches (e.g. Rainey and Ulinski, 1986;
Hergueta et al., 1992; Rio et al.,, 1992; Keniglest et al,, 1994) soient le résultat de la

variation génétique du matéricl ctudié.

Remerciements

Nous tcnons & remercier e Dro J-P Rio pour ses suggestions concernant les
différentes techniques Golgi. L'élaboration de ce travail a été rendu possible grice au

support financier du CRNSG/NSERC et du FCAR.



Page 19

Légendes des figures

Fieure |

Unc version [¢ecrement simplifiée d un dessin de neurone imprégné des
couches superficielle du colliculus postéricur d'une souris DBA/2]. Ce dessin a éié
réalisé a I'aide du dispositil s’adaptant au microscope optique.  Sur la surface dorsale
du corps cellulaire en forme de poire, nous apercevons trois dendrites primaires,
chacune des branches formant des dendrites d’ordre secondaire;  deux de ces branches
se subdivisent en dendrites d’ordre tertiaire. A la base de ce corps cellulatre, deux
larges dendrites primaires émergent. Toutes deux se subdivisent ¢n dendrites d"ordre
secondaire, dont 'une se subdivise d nouveau. Dans notre terminologic, ¢e neurone
possede un degré d’ecmbranchement terminal égal & 3. La ligne pointillée, joignant les
bouts des processus dendritiques. délimite le périmetre du champ dendritique.

Léchelle est égale a 100 pm.

Figure 2

Un montage de dessins de neurones imprégnds observés A IMintéricur des
couches superficiclles du colliculus postéricur des souris C57BL/6J. De ces dessins
réalisés A I'aide du dispositil adapté au microscope optique, nous apercevons que deux
cellules possedent un axone visible (1I8Les de Meche). Liéehelle est ¢gale a

100 pm.
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Figure 3
Un montage de dessins de neurones imprégnés observés a IMintéricur des
couches superficiclles du colliculus postérieur des sourts DBA/2J. Les (Etes de tleche
indiquent fes axones. L7échelle est dgale a 100 um. Pour les Figures 2 et 3, Paxe

vertical de la figure correspond a 'axe dorsoventral des préparations.

Figure 4

Les distributions des diametres équivalents (A,B: classes de | um) et des
indices de torme (C,D; classes de 0.1 unités) des neurones imprégnds dans le corlex
colliculaire des souris CS7BL/6J ¢t DBA/2]. Notez le changement d'échelle des axes

verticaux.

Figure 5

Les distributions des aires des arborisations dendritiques (A,B; classes de 4
000 um?) et des indices de formes des champs dendritiques (C.D: classes de 0.5
unilés) des neurones imprégnés dans le cortex colliculaire des souris C57BL/6J et

DBA/2J. Notez le changement d'échelle des axes verlicaux.
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