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Technique d’étude de l'activité unitaire
des neurones centraux chez le mouton éveillé

D. CATALIN

Département de Physiologie et Neurophysiologie (L.A. 205 CNRS),
Faculté des Sciences et Techniques St-Jéréme,
rue Henri-Poincaré, 13397 Marseifle Cedex 13, France.

Summary. A technique for recording central neuron activity in conscious sheep.

This paper describes a technique for recording central neuron activity in conscious
sheep. Using this technique, neuronal activity can be recorded using classical stereotaxic
coordinates and without immobilizing the animal’s head.

introduction.

L'étude de I'activité des neurones centraux chez |‘animal éveillé s’est
beaucoup développée depuis les travaux princeps d'Evarts (1966, 1968). En effet,
I'enregistrement de I'activité unitaire des neurones centraux en condition
physiologique, c’est-a-dire chez I'animal éveillé, permet d’approcher plus
précisément que sous anesthésie la nature exacte du message nerveux. Dans le
cadre des recherches effectuées au laboratoire sur le contréle nerveux de la
déglutition et de la motricité cesophagienne {voir Roman, 1967 ; Car, 1975 ; Jean,
1978 ; Roman et Gonella, 1981) nous avons mis au point une technique
permettant d’enregistrer |'activité des neurones thalamiques du noyau ventro-
postéro-médian (VPM) chez le mouton éveillé. En effet, les techniques utilisées
par plusieurs auteurs chez différentes espéces (Hayward et Vincent, 1970 ;
Baldwin et al., 1971 ; Siegel et Lineberry, 1971 ; Vincent et a/., 1972 ; Jennings et
al., 1978} ne sont pas adaptées a cette étude. La contention rigide de la téte est
trés mal acceptée chez le mouton éveillé. Par ailleurs, I'utilisation de radiographies
et/ou de ventriculographies (Vincent et al., 1972 ; Jennings et a/., 1978), outre la
nécessité de disposer d’'un matériel adapté, ne peut servir que pour I'étude de
structures situées a proximité des repéres osseux ou des cavités ventriculaires. La
cible visée dans notre étude (noyau VPM), de taille réduite, impose une méthode
précise de repérage et nous avons choisi d’utiliser la méthode stéréotaxique.
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I. Principe de la technique (fig. 1).

Au cours d'une intervention chirurgicale en conditions aseptiques, sous
anesthésie profonde, une ouverture est pratiquée dans le créne de I'animal, au-
dessus de la zone que |'on se propose d’explorer. Un puits métallique cylindrique
est alors scellé sur le crane, puis est temporairement rendu hermétique grace a la

pose en région supérieure d’un obturateur amovible en téflon.
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FIG. 1. — Coupe du dispositif d’exploration fixé sur la boite crénienne.

1 : vis de fixation du descendeur hydraulique sur I'adaptateur intermédiaire ; 2 : vis de solidarisa-
tion du tube guide avec le bati fixe du descendeur hydraulique ; 3 : vis de blocage de la micro-

électrode sur la partie mobile du descendeur hydraulique.

VA : vis d'ancrage fixée a 'os et englobée dans le ciment de scellement. VB : vis de blocage des
2 chariots de I'adaptateur. VP : vis pointeaux solidarisant |'adaptateur au puits. {Voir les commen-

taires dans le texte.)

Lors de la phase d’enregistrement sur animal éveillé, |'obturateur est
remplacé par un adaptateur destiné a supporter le descendeur de la micro-
électrode. Cet adaptateur comporte deux chariots mobiles dans deux directions
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orthogonales, ce qui permet le déplacement du descendeur et de la microélectrode
dans deux directions. Le descendeur, de type hydraulique, permet le déplacement
de I'électrode selon la troisiéme direction.

Il. Description du matériel.

1) Puits. — Le puits est constitué par un cylindre en acier inoxydable,
comportant une partie externe filetée (fig. 2A). 1l est fixé sur le crane de I'animal
au moyen de ciment. Le puits fabriqué doit permettre I'emboitement de la
plateforme intermédiaire, et son blocage dans une position définie. Pour cela, la
partie supérieure et externe du puits est creusée d’un sillon circulaire taillé en V
recevant les deux vis pointeaux servant a la solidarisation de [|'adaptateur
intermédiaire. De plus, une vis d’orientation placée dans le corps du puits permet
d’orienter le puits et I'adaptateur intermédiaire selon l'axe antéro-postérieur de
'animal. En outre, elle sert & bloquer un obturateur en téflon fermant la lumiére
du puits lorsque I'animal n’est pas soumis a I'expérimentation.

2) Support du puits. — Pour assurer I'implantation stéréotaxique du puits,
un support a été fabriqué (fig. 2A). Ce support comporte une hampe carrée pou-
vant étre fixée sur un descendeur d’électrode a crémaillére utilisé uniquement
pendant la préparation chirurgicale de I'animal. Une piéce circulaire fixée a la par-
tie inférieure de la hampe permet d’emboiter et de fixer le puits grace a la vis
d'orientation. Le support comporte en outre une tige terminée par une pointe,
logée dans un évidement pratiqué dans le corps de la hampe carrée. Cette tige,
maintenue par une vis, peut coulisser a l'intérieur de ce logement.

3) Adaptateur intermédiaire. — Ce dispositif d’adaptation placé entre le puits
et le descendeur hydraulique est constitué par trois piéces en laiton (fig. 2B) :

— une base fixe A qui vient recouvrir le sommet du puits, une piéce intermédiaire
B qui coulisse selon un plan latéral, une piéce supérieure C qui permet la transla-
tion antéro-postérieure et la fixation du descendeur hydraulique sur une partie
cylindrique centrale. La base A est évidée au méme diamétre externe que le puits
de facon a assurer un emboitement maximal de 'assemblage et a réduire ainsi la
hauteur supplémentaire introduite par la piéce. Ceci permet de diminuer égale-
ment la longueur de la microélectrode utilisée ;

— le déplacement de B sur A ou de C sur B est assuré par un assemblage coulis-
sant & queue d’aronde. La coordonnée désirée peut étre lue sur des graduations
gravées sur chacune des piéces responsables d'une translation. Des vis d'arrét,
situées a la partie supérieure et sur le c6té de cet ensemble, permettent le blocage
des parties mobiles. Ce type de chariotage double permet un déplacement selon
les deux axes antéro-postérieur et latéral, en référence aux repéres stéréotaxi-
ques ;

— un logement situé sur un c6té de la base fixe permet le passage d'une vis
d’orientation assurant le positionnement de |'adaptateur suivant I'axe antéro-
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postérieur de I'animal. De plus, la plateforme A est munie de filetages sur ses
faces latérales, ce qui assure sa fixation sur le puits par l'intermédiaire de deux vis

pointeaux de solidarisation.
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FIG. 2. — Croquis du puits, du support du puits et de I'adaptateur intermédiaire.
En A : F . filetage externe. S : support du puits. V.O. ; vis d’orientation. P : pointe centrale.
En B : @ : partie cylindrique. A : base fixe. B : piéce intermédiaire. C : piéce supérieure.
V.B. : vis de blocage de C/B. VP : vis pointeau de solidarisation. {Voir les commentaires dans le

texte.)
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4) Descendeur hydraulique. — Le microdescendeur hydraulique employé est
un appareil du commerce (chronic hydraulic microdrive type 30700, J. H. Wells}.
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5) Microélectrodes. — Nous avons utilisé des microélectrodes métalliques en
platine-iridium affinées par électrolyse et isolées au moyen de verre (Guld, 1964 ;
Catalin, 1982). Des électrodes simplement vernies ne sont pas recommandées. En
effet, dans la technique proposée la microélectrode solidaire du descendeur
hydraulique coulisse dans un tube guide qui la protege. Lors de la descente des
frottements se produisent entre le corps de la microélectrode et le tube guide. Ces
frottements sur du vernis produisent un défaut d’isolement aprés quelques des-
centes ce qui n'est pas le cas avec un revétement de verre.

Ill. Préparation de I'animal.

1) Détermination préalable des coordonnées stéréotaxiques du puits. — On
détermine tout d'abord le zéro stéréotaxique du centre du puits avant de le posi-
tionner, selon les coordonnées choisies, au cours de l'intervention chirurgicale. Le
puits est fixé sur son support. La pointe centrale est ajustée au méme niveau que
la partie inférieure du puits, qui va se trouver au contact de la pie-mére lors de
I'implantation. L'ensemble est fixé sur un descendeur d’'électrode a crémaillere,
solidaire du cadre stéréotaxique, de telle sorte que la vis d’orientation détermine
I'axe antéro-postérieur du puits. Le puits est alors enlevé, ce qui rend la pointe
centrale apparente. On peut ainsi déterminer le zéro stéréotaxique sur la pointe.
Les coordonnées déterminées correspondent au centre du puits. |l suffira, lors de
I'implantation, de positionner le puits dans le plan de I'atlas choisi {(Richard, 1967).

2) Implantation du puits. — Le mouton est profondément anesthésié (fluo-
thane 2 a 3 %). La téte est fixée dans le cadre stéréotaxique. La peau est incisée
de facon & dégager la portion du crane correspondant a la zone d’'implantation. Le
descendeur & crémaillére portant le support du puits muni de sa pointe, mais non
du puits, est fixé sur le cadre stéréotaxique. Il va permettre d’amener la pointe du
support du puits au contact du crane, a I'endroit choisi pour étre le centre du
puits compte tenu des coordonnées des plans antéro-postérieurs et parasagittaux
que I'on se propose d’explorer. Partant de ce repére, I'exérése de l'os et de la
dure-mere est pratiqguée sur une portion correspondant aux cotes externes du
puits. La dure-mere est incisée puis réséquée en grande partie. La pointe centrale
est enlevée du support de puits de facon a ne pas léser la pie-mére au cours de
I'implantation. Le puits est alors monté sur son support. La crémaillére du support
permet la descente du puits jusqu’a ce que son bord inférieur affleure la pie-mere.
Le repére de hauteur, lu sur le vernier du descendeur a crémaillére, indigue la hau-
teur du niveau de la pie-mére. Celle-ci permet alors de connaitre la distance entre
la surface du cortex et le zéro de Iatlas, et donc de déterminer la profondeur de la
structure choisie par rapport a cette surface. Une lame de spongel est intercalée
entre le puits et la pie-mére. Le puits est alors scellé a I'os grace a du ciment den-
taire. La vis d’orientation solidarisant le puits a son support est débloquée aprés la
prise du ciment. Le support est retiré laissant le puits sur le crane. Une petite
quantité de cire a trépanation de Horsley, rendue liquide, est coulée par la lumiére
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supérieure du puits sur le spongel. Cette cire, une fois durcie, évite la fuite du
liguide céphalo-rachidien. Un obturateur en téflon est emboité dans la lumiére du
puits et maintenu par la vis d’orientation.

IV. Exploitation de la préparation.

Elle peut débuter 1 & 2 jours aprés 'implantation du puits. Le mouton éveillé
est installé dans une stalle surélevée. Il est simplement attaché au moyen d'un
collier de facon a éviter des mouvements trop importants de la téte. L'obturateur
du puits est enlevé, ainsi que sa vis de maintien. L'adaptateur intermédiaire est
alors emboité sur le puits et orienté dans sa position de référence grace a la vis
d’orientation. Apreés le blocage de la plateforme intermédiaire par les 2 vis poin-
teaux de solidarisation, la vis d’orientation peut étre 6tée. Une microélectrode est
fixée sur le microdescendeur hydraulique et protégée par un tube guide solidaire
du descendeur. L'ensemble est alors positionné sur I'adaptateur intermédiaire et
bloqué sur sa partie cylindrique centrale (voir fig. 1}. Le tube guide est sélectionné
en fonction de la hauteur du niveau de la pie-mére, déterminée lors de l'interven-
tion chirurgicale, par rapport a la hauteur du zéro stéréotaxique. On peut ainsi
définir la profondeur de la structure a explorer par rapport a la surface du cortex.
Ceci permet de calculer la longueur du tube guide utilisé afin que son extrémité
inférieure soit située environ 3 mm au-dessus de la cible.

V. Mise a I'épreuve de la technique proposée.

Une expérimentation électrophysiologique consistant & étudier I'activité d'un
noyau thalamique (le noyau VPM) chez le mouton éveillé a été effectuée sur cing
animaux. Ce noyau constitue le relais thalamique primaire des afférences de la
région oro-faciale (Richard et al., 1967). Les résultats préliminaires obtenus indi-
qguent que la cible a bien été atteinte et attestent la validité de la technique. Des
réponses unitaires & courte latence (4 8 5 ms) ont été enregistrées lors de la stimu-
lation des lévres inférieures ipsilatérales (Fig. 3A). Ces résultats sont tout a fait en
accord avec ceux obtenus par Richard et a/. (1967) chez I'animal anesthésié. Par
ailleurs, les activités de nombreux neurones déchargeant lors de la mastication
et/ou lors de la déglutition ont également été enregistrées. Enfin, les contréles
histologiques effectués aprés électrocoagulation ont confirmé que le noyau VPM
avait bien été exploré (fig. 3B).

Conclusion.

La technique mise au point s’est révélée tout a fait adéquate pour étudier
I'activité d’une structure centrale, en |'occurrence celle du noyau VPM du thala-
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FIG. 3. — Activité d’un neurone thalamique et localisation des zones d’exploration.

En A : MH : EMG du muscle mylohyoidien. NT : activité du neurone thalamique. st : stimulation.
1 : activation & bréve latence (5 ms) de ce neurone par stimulation (choc unique) de la lévre infé-
rieure ipsilatérale. 2 : enregistrement de I'activité du méme neurone lors de mouvements sponta-
nés de mastications et de déglutitions. Ces mouvements sont indiqués par les déflexions du tracé
supérieur (fieches).

En B : La carte représente le plan A22 de I'atlas de Richard (1967). La trame en pointillé délimite la
zone explorée avec les microélectrodes. Le trait noir horizontal indique la limite de pénétration des
tubes guides. CF : campi foreli. LP : nucleus lateralis posterior. MD : nucleus medialis. Ped. Cer. :
pedunculus cerebri. VL. : nucleus ventralis lateralis. VPM : nucleus ventralis posterior (P.
medialis). VPL : nucleus ventralis posterior (P. lateralis). Z| : zona incerta.

mus. Elle est bien adaptée au mouton, compte tenu des contraintes imposées a
I'animal qui restent minimes (fig. 4). Par ailleurs, les divers dispositifs de fixation
utilisés réduisent le temps perdu lors du repositionnement de I'électrode d’une
exploration a l'autre. De plus, I'utilisation de la méthode stéréotaxique permet
d’effectuer de maniére simple une exploration systématique de la structure cible ;
le repérage des régions que I'on veut explorer peut se faire sur les plans de 'atlas,
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FIG. 4. — Mouton équipé du matériel d’exploration.

comme lors des expérimentations chez les animaux anesthésiés. Cependant, il
faut signaler que les structures les plus médianes ne peuvent pas étre explorées ;
en effet, elles se situent sous le sinus veineux interhémisphérique qui ne peut étre
récliné que de facon partielle, ce qui limite la zone d’exploration.

Quoi qu'il en soit, cette technique parait avoir un intérét d'ordre général
puisqu’elle est directement transposable a 'exploration de nombreuses structures
du systéme nerveux central.

Recu en octobre 1983.
Accepté en décembre 1983.
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