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« L’homme devrait savoir que la joie, le plaisir, le rire et le divertissement, le chagrin,
la peine, le découragement et les larmes ne peuvent venir que du cerveau. Ainsi, de
facon singuliere, nous acquérons sagesse et connaissance, NnoOUs pouvons Voir et
entendre, apprécier ce qui est intelligent ou sot, ce que sont le bien ou le mal, ce qui
est doux et ce qui est sans saveur... C'est a cause du méme organe que l'on peut
devenir fou et dément et que la peur et I'angoisse nous assaillent... Tout ceci se
passe quand le cerveau est malade... Je considére donc que le cerveau exerce le
plus grand pouvoir sur ’lhomme. »

Hippocrate (environ 460-370 Av. JC)
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Abstract

Globus Pallidus (GP in Rodents; GPe in Primates) which belongs to the
indirect pathway of basal ganglia is often, if not always, considered as an
homogeneous entity which simply relays striatal information through the subthalamic
nucleus, downstream to the output of basal ganglia, the substantia nigra pars
reticulata. Prototypical GP neurons are often described as fast-spiking GABAergic
cells which express parvalbumin (PV) as a neurochemical marker. However, cellular
heterogeneity in GP had been suggested by anatomical, neurochemical, fate
mapping analysis and electrophysiological activity in vivo but a clear demonstration
of the existence of distinct cell types in GP, which requires by definition correlation of
electrophysiological activity with neurochemistry and structure, is still missing. The
objective of my PhD was i) to determine if the expression of specific neuronal
markers in GP neurons is correlated with specific electrophysiological properties, ii)
to understand the function of identified cell types in motor control, in order to prove
that neuronal diversity exists and matters in GP. We show that electrical activity and
repertoire of ionic channels differ in PV-positive and FoxP2-positive neurons. We
demonstrate that PV-positive neurons do project on downstream structures whereas
FoxP2-positive neurons exclusively target striatum. We report that manipulating PV-
positive neurons using optogenetics induce changes in motor behavior. Thus, our

results contribute to highlight the function of GP in motor control.

Keywords:

Basal ganglia, Globus Pallidus, neuronal diversity, parvalbumin, synaptic targeting,

dopamine, optogenetic.
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Introduction

I. Organisation anatomo-fonctionnelle des ganglions de la base

Un schéma d’organisation anatomo-fonctionnelle des ganglions de la base
(GB) a été proposé initialement par Albin et collaborateurs (Albin et al 1989) et repris
ensuite par Alexander et Crutcher (Alexander & Crutcher 1990), puis enfin par
DeLong (DeLong 1990). Ce schéma propose un cadre expliquant comment le réseau
des ganglions de la base participe au contrdle du mouvement volontaire, a I'état
normal et dans des situations pathologiques a I'origine des troubles moteurs de type
hyper- ou hypokinétique tels que ceux des maladies de Huntington et de Parkinson.
Bien que celui-ci ait plus de 20 ans et que les connaissances du réseau des GB aient
progressé, ce cadre est toujours considéré comme valide dans ses grandes lignes.

A. En situation physiologique

Le schéma d’Alexander et Crutcher propose un cadre anatomo-fonctionnel
permettant d’expliquer comment le réseau des ganglions de la base traite
linformation corticale selon deux voies paralléles (Figure 1). Le striatum, qui
constitue la structure « d’entrée » des ganglions de la base, recoit des afférences du
cortex cérébral. Il est connecté aux structures de « sortie » qui sont le Globus
Pallidus interne (GPi) et la Substance Noire réticulée (SNr), par l'intermédiaire de 2
voies dites « directe » et « indirecte ». La voie directe, monosynaptique, inhibitrice,
est composée de neurones striataux qui expriment le GABA co-localisé avec la
substance P et/ou la dynorphine. La voie indirecte, polysynaptique, est constituée de
deux structures inhibitrices et d’'une structure excitatrice. La premiere structure est
représentée par les neurones striataux exprimant le GABA et les enképhalines qui
projettent sur le Globus Pallidus externe (GPe)!. La seconde structure est constituée
par les neurones pallidaux qui projettent sur le Noyau Sous-Thalamique (NST) et
utilisent le GABA comme neurotransmetteur. La derniére structure est représentée
par le NST glutamatergique, qui projette sur les structures de sortie, le GPi et la SNr,

qui ont, elles, une action inhibitrice sur le thalamus. Celui-ci exerce un effet excitateur

! Le GPe du primate humain et non-humain est I’équivalent du GP du rongeur.
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sur le cortex cérébral en activant les aires motrices. Les neurones efférents du GPi et
de la SNr étant GABAergiques, leur effet est inhibiteur. Les neurones de ces 2
structures efférentes ont un niveau élevé d’activité électrique spontanée qui a pour
effet d’empécher tout mouvement non souhaité en inhibant de fagon tonique le
thalamus. Comme les neurones épineux moyens (MSN) du striatum sont aussi
GABAergiques, le résultat net des commandes excitatrices que le cortex envoie au
striatum est d’inhiber les neurones inhibiteurs du GPi et de la SNr. Ce qui a pour
conséquence une désinhibition du thalamus et donc la libération du mouvement
(DeLong & Wichmann 2007).

La dopamine libérée au niveau du striatum par les terminaisons nigro-striées agit
avec des effets opposés selon le type de récepteur dopaminergique activé (Calne et
al 1979, Stoof & Kebabian 1984 ). Elle a une action activatrice sur les MSN de la voie
directe qui expriment & leur membrane des récepteurs dopaminergiques de type D1
et une action inhibitrice sur les MSN de la voie indirecte qui eux posséedent des
récepteurs de type D2 a leur membrane (Gerfen & Engber 1992). En effet, les
récepteurs D1 sont activateurs car couplés positivement a I'adénylate cyclase (AC)
(Albin et al 1989 , Alexander & Crutcher 1990 , Gerfen et al 1995 , Parent & Cicchetti
1998) alors que les récepteurs D2 sont inhibiteurs car couplés négativement a 'AC
(Gerfen & Engber 1992).

Ainsi le modele d’Alexander et Crutcher repose sur I'existence d’une dichotomie
fonctionnelle au sein du striatum avec deux populations de neurones de projection
exprimant soit les récepteurs D1 soit les D2. En plus d’avoir des propriétés
moléculaires et électrophysiologiques différentes (Bertran-Gonzalez et al 2010), ces
deux types neuronaux ont un effet opposé sur le comportement moteur. En effet,
I'activation de la voie directe que I'on appelle aussi « go » a une action inhibitrice,
alors que celle de la voie paralléle, indirecte ou « no go », exerce un effet activateur
sur les noyaux de sortie des GB, conduisant respectivement a faciliter ou a inhiber le
comportement moteur. Le fonctionnement physiologique du réseau correspond donc
a un équilibre entre I'activité de la voie « directe » et celle de la voie « indirecte ».
Une pause dans l'activité des structures de sortie permettrait le déclenchement du
mouvement (Chevalier & Deniau 1990). Le principe d’organisation fonctionnelle du
réseau des GB a été validé expérimentalement récemment grace a des expeériences

d’optogénétique in vivo montrant que I'activation de la voie directe favorise l'activité
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A, Sujet sain B, Sujet Parkinsonien

Substance noire compacte (SNc) Substance noire compacte (SNc)

Figure 2 : Coupes de mésencéphales d’un cerveau humain.

Coupes d’'un sujet sain (en A) montant la présence des neurones dopaminergiques dans la
SNc (pigmentation noire due a la coloration naturelle de la mélanine) et d'un sujet
parkinsonien (en B) montrant la disparition des neurones dopaminergiques dans la SNc

(absence de pigmentation noire).

Akinésie

Rigidité

Tremblement
de repos

Figure 3 : Posture en « statue de sel ».
Cette posture typique du patient parkinsonien est causée par la triade des symptomes

moteurs caractérisant la maladie de Parkinson.



locomotrice alors que l'activation de la voie indirecte inhibe la motricité volontaire
(Kravitz et al 2010).

Plus précisément, concernant le GPe, le modéle considere cette structure comme
une entitt monolithique, composée de neurones GABAergiques projetant
uniquement sur le NST (Figure 1). Le GPe apparait ainsi comme un simple noyau-
relai qui transmet uniqguement I'information du striatum au NST. De plus, ce modéle
dit en « boite et fleche » (Bar-Gad & Bergman 2001) considére un fonctionnement
régit par des variations de fréquence de décharge entre les différentes structures des
GB ce qui, nous le verrons plus loin, ne récapitule pas I'ensemble des modifications

d’activités électriques observées en situation parkinsonienne.

B. La maladie de Parkinson

« Lorsque jai observé cliniquement mes deux premiéres douzaines de
Parkinsoniens, j'étais convaincu que je savais ou se situait la cause du tremblement
et de la rigidité. Quand j'ai examiné ma septieme douzaines de cerveaux malades,
j’en étais beaucoup moins sir car je me sentais alors aussi capable de prouver une
théorie que son contraire »

Lewy en 1940.

Initialement décrite en 1817 par James Parkinson, la maladie de Parkinson
représente I'affection neurodégénérative la plus répandue aprés la maladie
d’Alzheimer. Elle débute en moyenne entre cinquante et soixante ans, et en raison
du vieillissement démographique actuel, sa prévalence tend a augmenter. C’est une
maladie handicapante qui concerne environ une personne sur 700 en France. Cette
pathologie est consécutive a la dégénérescence progressive des neurones
dopaminergiques de la SNc (Figure 2) et du dysfonctionnement d’'un réseau sous-
cortical impliqué dans le contréle du mouvement volontaire, le réseau des ganglions
de la base. Elle représente la deuxieme cause de handicap moteur chez le sujet agé
aprés les accidents vasculaires cérébraux. La maladie de Parkinson se caractérise
par une triade de symptdomes moteurs invalidants (Figure 3) qui apparaissent
lorsque plus de 60-70% des neurones dopaminergiques de la SNc ont dégénéré
(pour revue voir, (Obeso et al 2004, Olanow & Obeso 2000 )). Ce qui
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Figure 4 : Représentation schématique d’'aprés DelLong (1990) de I'organisation
anatomo-fonctionelle « classique » des ganglions de la base.

Représentation des GB en condition physiopathologique de la maladie de
Parkinson (dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée): EP: noyau
entopédonculaire ; SNr : substance noire réticulée ; SNc substance noire compacte ; NST :
noyau sous-thalamique, DA : dopamine ; Enk: enképhaline ; SP: substance P; GLU:
glutamate.

(D’'aprés DelLong, 1990).



suggere, lors de la phase pré symptomatique, I'existence de mécanismes de
compensation permettant de palier a ce déficit dopaminergique (Agid 1991 , Agid et
al 1973, Bezard et al 1997, Zigmond & Stricker 1973 ). Ces symptdomes sont : la
rigidité, I'akinésie (perte d’initiation du mouvement) et le tremblement de repos. Il est
a noter que les signes moteurs de la maladie de Parkinson varient d’'un moment a
'autre, et ce tout au long de la pathologie. La motivation ou la charge émotionnelle
peuvent sensiblement améliorer les déficits moteurs alors que le stress a

généralement une influence négative sur ces symptémes.

C. Modele d’Alexander et Crutcher en situation parkinsonienne

Le modéle d'Alexander et Crutcher postule aussi que le syndrome
parkinsonien serait la résultante d’'un déséquilibre entre les deux voies de sortie
striatales, en faveur d’'une hyperactivité de la voie indirecte (Figure 4), suite a la
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance noire compacte
(SNc) (Obeso et al 2002). La perte de I'action inhibitrice des récepteurs D2 des MSN
de la voie indirecte entrainerait une hyperactivité de ces derniers, provoquant alors
'hypoactivité des neurones du GP, la désinhibition du NST et, in fine, une
hyperactivité pathologique des structures de sortie (GPi et SNr) des ganglions de la
base a l'origine des troubles moteurs. D’aprés certains auteurs (Bevan et al 2002b ,
Lozano & Lang 1998), I'hyperactivité pathologique des structures de sortie (GPi et
SNr) des ganglions de la base pourrait expliquer les symptoémes de perte de contrble
du mouvement (akinésie et bradykinésie), secondaire a des modifications des taux
de décharge de différents noyaux des ganglions de la base. L’activation anormale du
NST apres déplétion dopaminergigue serait, selon le modéle « classique »,
attribuable a une baisse d’activité du GP, réduisant ainsi le contrdle inhibiteur du GP
sur le NST.

II. Le Globus Pallidus externe

Son nom lui vient du latin « globe péale ». Le Globus Pallidus (GP) est une structure
diencéphalique située a la face ventro-médiane de la partie caudale du striatum. Il

est constitué d'un segment latéral externe et d'un segment médian interne.
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Figure 5 : Organisation anatomique du cerveau antérieur en développement.

A, schéma d'une section sagittale d’'un cerveau d’'une souris agée d’E12.5 montant les
principales subdivisions du cerveau, le diencéphale et le télencéphale. Dans le télencéphale,
le pallium est représenté en gris plus clair que le sous-pallium. B, schéma d’une section
transversale a travers le télencéphale d’'une souris &gée d’E12.5, indiquant certaines de ces
principales sous-divisions. LGE, éminence ganglionnaire latérale. MGE, éminence

ganglionnaire médiale. POA, aire préoptique antérieure. (D’aprés Marin et Rubenstein 2003)



Chez I'homme et le singe, les deux segments séparés par la lame médullaire interne,
sont désignés sous les termes de Globus Pallidus externe (GPe) et Globus Pallidus
interne (GPi). Chez le rongeur, le segment interne qui est noyé dans la capsule
interne et les pédoncules cérébraux porte le nom de noyau entopédonculaire (EP), le
terme Globus Pallidus (GP) désignant alors uniquement le segment externe. Nous

ferons donc référence au GPe chez I'hnomme et le primate et au GP chez le rongeur.

A. Origine embryonnaire des neurones du Globus Pallidus externe

1. Origine embryologique des structures du télencéphale et
régionalisation moléculaire

La migration cellulaire joue un rble essentiel dans le développement du
cerveau des mammiferes : chague neurone est généré par une zone proliférative
localisée et migre ensuite jusqu’a sa destination finale.

Le cerveau présente une architecture stéréotypée qui se met en place
progressivement au cours du développement embryonnaire. Il se forme initialement a
partir de subdivisions du tube neural : trois grandes vésicules primaires, le
prosencéphale, le mésencéphale et le rhombencéphale, qui forment ensuite cing
structures, le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale, le métencéphale et le
myélencéphale (pour revue, (Marin et al 2002)). La partie dorsale des vésicules
télencéphaliques ou pallium, donne naissance au cortex cérébral. Sa partie ventrale,
ou sous-pallium, est a l'origine des ganglions de la base (Figure 5; (Marin et al
2002 , Marin & Rubenstein 2003, Moreno et al 2009). Le sous-pallium (SP) est
formé par des reliefs nommés éminences ganglionnaires latérales (LGE) et
meédianes (MGE), ainsi que par l'aire préoptique/aire entopédonculaire antérieure
(POA/AEP) située plus ventralement. Ces structures donnent naissance aux
ganglions de la base mais aussi aux interneurones qui peuplent le cortex (Gelman &
Marin 2010). La LGE génére une grande partie du striatum, et la MGE génére une
grande partie du globus pallidus, (Marin & Rubenstein 2003).

Afin de comprendre le lien entre les structures embryonnaires du télencéphale et la
formation des structures adultes, des études ont visé a déterminer lorigine

embryonnaire des différentes populations neuronales télencéphaliques (Flames et al
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2007). En effet, le lieu de naissance de chaque précurseur détermine de maniére
étroite l'identité neuronale.

On peut définir trois grandes catégories de neurones télencéphaliques selon le type
de neurotransmetteur utilisé : des neurones de type glutamatergique issus des
progéniteurs du cortex (pour revue (Millen & Gleeson 2008)), des neurones
cholinergiques dérivant exclusivement des progéniteurs de la POA/AEP (Marin et al
2000, Sussel et al 1999 ) et des neurones GABAergiques issus des progéniteurs de
la LGE, la MGE et la POA (Lavdas et al 1999, Sussel et al 1999). Les neurones
télencéphaliques peuvent aussi étre classés selon le facteur de transcription mis en
ceuvre dans la zone de prolifération. Par exemple Nkx2.1 est exprimé dans les zones
prolifératives de la MGE et de la POA/AEP (Marin et al 2000, Sussel et al 1999 ) et
Npasl est exprimé dans la POA/AEP et dans la LGE (Marin et al 2002).

2. Diversité embryonnaire au sein du GP

Récemment, le groupe du Dr O. Marin (Nobrega-Pereira et al 2010) a étudié
I'origine embryonnaire des neurones du GP en analysant le destin neuronal (Fate
Mapping) des précurseurs neuronaux provenant du sous-pallium. Cette étude leur a
permis d’établir le profil moléculaire de plusieurs types neuronaux du GP ainsi que
leur lignée (leur source), et leur proportion dans le GP.
Pour déterminer l'origine embryonnaire des neurones du GP, le groupe d’Oscar
Marin a utilisé plusieurs lignées de souris transgéniques avec chacune la particularité
d’exprimer une recombinase bactérienne (Cre) sous le contréle du promoteur d’'un
facteur de transcription spécifique d’une région du sous-pallium (Nkx2.1-cre pour la
MGE, Pax6-cre pour la LGE et Dbx1-cre pour la POA). Ces animaux ont été croisés
avec une lignée de souris reportrice (ROSA26-lox-GFP) permettant I'identification de
la descendance des progéniteurs neuronaux en fluorescence. La majorité des
neurones du GP proviennent de deux sources embryonnaires: I'éminence
ganglionnaire médiane (MGE) d’ou proviennent ~ 70% des neurones du GP et
’éminence ganglionnaire latérale (LGE) d’ou proviennent ~ 25% des neurones du
GP. Les 5% restant sont issus de l'aire préoptiqgue (POA). Au total leur étude a
suggéré l'existence de 5 types neuronaux au sein du GP classés en fonction de leur
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Figure 6 : Classification des neurones du GP selon leurs origines embryonnaires
distinctes.

A : représentation schématique d’'une hémi-section transversale montrant les origines
embryonnaires des neurones du GP. B, tableau représentant la classification des neurones
du GP, en fonction de leur profil moléculaire et de leur origine embryonnaire. H, Hippocampe
; CPu, noyau caudal du putamen ; PCx, cortex ; Str, striatum (D’aprés Nobrega-Pereira et
al., 2010).



spécificité moléculaire. Les neurones originaires de la MGE vont donner deux sous-
types neuronaux, ceux exprimant Nkx2.1 et la parvalbumine a I'dge adulte (~45%
des neurones du GP) et un autre groupe qui aura exprimé de maniére transitoire
Nkx2.1 pendant le développement et qui sera caractérisé a l'age adulte par
l'expression du marqueur NPAS1 (~25%). Le troisieme groupe a une origine
embryonnaire différente puisque qu’il provient de la LGE, qu'’il n’exprime pas Nkx2.1
au cours du développement mais le facteur de transcription Pax6. Il est caractérisé a
'age adulte par la présence de NPAS1 (~24% des neurones du GP). Deux autres
groupes minoritaires originaires de la POA viennent compléter cette liste (Figure 6).
Il est intéressant de noter ici que les précurseurs neuronaux issus de la LGE sont
aussi caractérisés par I'expression du facteur de transcription Forkhead Box 2
(FoxP2) (Ferland et al 2003 , Kaoru et al 2010, Takahashi et al 2003 ).

B. Caractéristiques morphologiques et anatomiques des neurones
du Globus Pallidus externe

1. Morphologie des neurones du Globus Pallidus externe

Le volume du GPe chez 'homme est de 800 mm? (Yelnik 2002). A I'aide de la
stéréologie, le nombre total de neurones au sein du GP a été estimé a 46000 chez le
rat (Oorschot 1996), et 150000 chez le primate (Percheron et al 1994). Les neurones
du GP sont principalement de nature GABAergique (Oertel et al 1984 , Pasik et al
1988, Smith et al 1987 ) mais il a été décrit I'existence d’'une petite population de
neurones cholinergiques appartenant au noyau basal de Meynert situé dans la partie
ventrale du GPe (Gerfen et al 1982, Grove et al 1986) et représentant une
proportion de 5% des neurones du GPe (Gritti et al 2006). Les neurones pallidaux
chez le rat sont constitués d’un corps cellulaire variable de 80 & 350 um? (Kita & Kitai
1994). La majorité de ces neurones GABAergiques expriment également la GAD 67
(Kita & Kitai 1994). Ills s'individualisent en deux populations neuronales
différentiables sur la base de leur arborisation dendritique (Difiglia & Rafols 1988,
Kita & Kitai 1994 , Nambu & Llinas 1997). Les neurones ne portant pas d’épines
présentent un soma relativement volumineux d’ou émergent 3 & 5 dendrites émettant
des segments secondaires, voire tertiaires avec quelques varicosités au niveau
dendritique (Kita & Kitai 1994). La seconde catégorie cellulaire, moins nombreuse,

est composée de neurones présentant un arbre dendritique radial (Kita & Kitai 1994 ,
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Nambu & Llinas 1997). Ce type cellulaire est observé dans toute I'étendue de la
structure (Kita & Kitai 1994 , Nambu & Llinas 1997). La taille et la diffusion du champ
dendritique apparaissent similaires quel que soit le type cellulaire considéré avec des
collatérales présentes au sein méme du GP. Deux autres études suggerent
I'existence de trois groupes neuronaux dans le GP classés en fonction de la taille de
leur corps cellulaire, du nombre de dendrites primaires, de l'orientation de leurs
champs dendritiques et de la présence ou non d'épines dendritiques (Cooper &
Stanford 2000, Nambu & Llinas 1997 ). Bien qu'il soit difficile de faire une synthese
entre ces différentes études, elles suggerent toutes qu’il existe une diversité

morphologique au sein de ce noyau.

2. Diversité neurochimique des neurones du Globus Pallidus
externe

Plusieurs études ont montré I'existence de plusieurs groupes de neurones
dans le GP en fonction de I'expression de marqueurs neurochimiques spécifiques. La
plupart d’entre elles se sont focalisées sur la détection de protéines liant le calcium,
ce qui a permis la mise en évidence de trois types neuronaux caractérisés par
'expression de la parvalbumine (PV, ~60%), la calbindine (CB, ~2%) et la calrétinine
(CR, ~1%) chez le rat (Cooper & Stanford 2002). Chaque neurone exprime un seul
type de protéine liant le calcium voire aucune, ces différents marqueurs caractérisent
donc des populations bien distinctes. De plus, les neurones exprimant la PV et la CB
sont des neurones de projection alors que les neurones exprimant la calrétinine
semblent correspondre a une population d’interneurones. La présence de ces trois
types de protéines a été retrouvée chez 'opossum (Domaradzka-Pytel et al 2007) et
le singe (Parent et al 1996).

En plus des protéines liant le calcium, il a aussi été montré que certains neurones du
GP synthétisent de la préproenkephaline (PPE, peptide précurseur de I'enképhaline)
(Hoover & Marshall 1999 , Hoover & Marshall 2002), et ces neurones constituent une
population distincte des neurones PV-positifs. Comme dans les études précédentes,
le groupe de Hoover a observé que la population neuronale majoritaire est celle
exprimant la PV (~60%) alors que celle positive pour la PPE représente ~40%
(Hoover & Marshall 2002 , Voorn et al 1999). Ces mémes auteurs ont également mis
en évidence que ces neurones PPE-positifs expriment également 'ARNm du

récepteur D2 et projettent essentiellement sur le striatum. Ces neurones sont plus
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facilement activés par un antagoniste des récepteurs D2 que les neurones exprimant
la PV (Hoover & Marshall 2002). Ainsi la détection de la PV ou de la PPE permettrait

d’identifier deux populations neuronales distinctes au sein du GP.

3. Les projections des neurones du Globus Pallidus

3.1. Projection sur les autres structures des ganglions
de la base
Comme indiqué par le modéle d’Alexander et Crutcher, il est connu que le GP

projette massivement sur le NST qui représente une cible privilégiée de ce noyau
(Kita & Kitai 1994 , Maurice et al 1998) (Figure 5). Il existe 3 fois plus de neurones
dans le GPe que dans le NST (Oorschot 1996) et un seul neurone du GPe peut
contacter plusieurs neurones du NST (Bevan et al 1997, Kita 1994). Les projections
pallido-sous-thalamiques respectent une topographie meédio-latérale et rostro-
caudale (Parent & Hazrati 1995b). Les neurones situés dans la partie latérale du GP
projettent préférentiellement sur les deux tiers latéraux du NST, alors que ceux situés
dans la région médiane du GP et dans le pallidum ventral sous-commissural
terminent respectivement dans les parties ventro-médiane et dorso-médiane du tiers
médian du NST (Parent & Hazrati 1995a, Smith et al 1998). Les axones pallidaux
font des synapses avec toutes les parties des neurones du NST (Bevan et al 1997 ,
Shink & Smith 1995 , Smith et al 1990).

Il est également intéressant de noter que les neurones interconnectés du NST et du
GP projettent sur la méme population de neurones du GPi et que ceci a été retrouvé
pour les différentes parties fonctionnelles des structures du NST et du GPe (Shink et
al 1996). Aussi, le GP aurait un réle modulateur sur les autres afférences du NST, et
plus particulierement sur celles en provenance du cortex (Fujimoto & Kita 1993).
L’activité des neurones pallidaux influencerait donc fortement 'activité des neurones
du NST (Ryan & Clark 1992), toutefois cette influence n’est pas exclusive (Hassani et
al 1996).
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Figure 7 : Représentation schématique d’'un modeéle du réseau des GB décrivant les
efférences du GP.
Le GP trouve dans ce modéle une fonction plus régulatrice que simple noyau relais de

I'information motrice. Les efférences surlignées en bleu représentent les efférences du GP

décrites derniérement.



Il est a présent admis que le GP envoie aussi des projections inhibitrices sur le GPi
et la SNr (Hazrati et al 1990, Shink et al 1996). Chez le singe, cette projection est
organisée selon une topographie dorsoventrale et rostrocaudale stricte (Shink et al
1996, Smith et al 1994). Chez le singe, elles forment des synapses courtes
symétriques essentiellement avec la partie proximale des neurones du GPi (Shink et
al 1996, Smith et al 1994 , Shink & Smith 1995). Chez le rat, ces synapses sont
reparties uniformément sur les neurones du GPi (Bolam & Smith 1992, Bolam et al
1993). Le corps cellulaire d’un seul neurone du GPi est entouré d’agrégats denses
de terminaisons du GPe (Bolam & Smith 1992, Hazrati et al 1990, Smith et al 1994).
A l'aide de marquage sur cellule unique, il a été montré qu’un seul neurone du GPe
peut contacter plusieurs neurones du GPi (Bevan et al 1997, Kita 1994), mais de
petits neurones, considérés comme des interneurones ne semblent pas recevoir
d’entrée du GPe (Shink & Smith 1995).

Le remplissage d'un neurone unique dans le GP chez le rat a montré que les
terminaisons atteignant la SNr correspondaient aux collatérales des axones
pallidosubthalamiques (Bevan et al 1997, Kita 1994). Les axones pallidonigraux
forment des synapses symétriques, ils font des contacts essentiellement avec le
corps cellulaire (59%), les dendrites proximales (37%) des neurones de la SNr, mais
beaucoup moins fréquemment avec les dendrites distales (4%) (Bolam et al 1993,
Smith & Bolam 1989, Smith & Bolam 1990) (Figure 7). lls présentent une innervation
en forme de panier de leurs neurones-cibles, avec un seul axone formant parfois de
nombreux contacts avec le corps cellulaire et les dendrites proximales des neurones
individuels de la SNr.

Enfin, l'existence d'une projection GABAergique du GPe dorsal organisée
topographiquement sur le striatum dorsal et du GPe ventral sur le striatum ventral a
été décrite grace a des études de tragcages rétrogrades et antérogrades chez le rat
(Brog & Zahm 1996 , Groenewegen et al 1993, Rajakumar et al 1994, Shu &
Peterson 1988, Staines et al 1981, Walker et al 1989), chez le chat (Beckstead
1983, Fisher et al 1985, Jayaraman 1983) et le singe (Beckstead 1983, Parent &
De Bellefeuille 1983 , Smith & Parent 1986 , Spooren et al 1996).

Le GP ventral fait surtout des synapses avec les dendrites et beaucoup moins avec
le corps cellulaire chez le rat (Kuo & Chang 1992).

Des résultats indiquent que les interneurones exprimant la PV et les MSNs du

striatum recoivent des entrées pallidales chez le rat (Bennett & Bolam 1993b , Bevan
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et al 1997). Les projections pallido-striatales peuvent exercer des effets étendus sur
le traitement et la transmission de linformation par le striatum par innervation
sélective des interneurones du striatum qui représente une faible proportion de
neurones de ce noyau (Bennett & Bolam 1993a, Bevan et al 1997). Une
reconstruction complete de I'arborisation axonale de neurones individuels pallido-
striataux a révélé que chaque axone peut-étre divisé en plusieurs collatérales, et
former des milliers de boutons axonaux sur le striatum, constituant ainsi la plus
grande source GABAergique extrinseque du striatum (Mallet et al 2012). Des
observations supplémentaires ont révélé que certains neurones du GP ciblent toutes
les principales populations neuronales du striatum, c’est-a-dire les neurones de
projection et les populations des interneurones (Mallet et al 2012).

Ainsi, contrairement au modéle classique, le GP interagirait non seulement
avec le NST mais aussi avec toutes les autres structures du réseau, ce qui ferait de
ce noyau un centre d’intégration du signal « hub neuronal » au sein des GB (Figure
6).

3.2. Projections hors du réseau des ganglions de la
base
Bien que les projections du GP sur les autres structures des GB soient

certainement les plus importantes du point de vue fonctionnel pour le contrdle du
mouvement, il aussi a été montré que les neurones du GP projettent sur le noyau
réticulaire du thalamus, suggérant que le GP pourrait influencer directement la
fonction motrice indépendamment des structures de sortie des GB (Divac et al 1987 ,
Haber et al 1985 , Shammah-Lagnado et al 1996 , Smith et al 1998) (Figure 7).

C. Afférences des neurones du Globus Pallidus externe

1. Afférences GABAergiques

Le GP recoit deux principales sources de GABA, une extrinséque en

provenance du striatum et une intrinséque en provenance des collatérales d’axones
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Figure 8: Images résumant les afférences globales dans le GPe et le GPi chez le
singe.

La taille et la proportion relative de chaque innervation sont représentées sur les images. Le
GPi recoit une grande partie de ces entrées du GPe, alors que les entrées issues du striatum
et du NST sont réparties uniformément sur les neurones du GPe et GPi. (D’aprés Shink E.
and Smith Y. ;1995)



intranucléaires des neurones pallidaux. La principale afférence du GPe en terme de
densité d’innervation provient du striatum (Chang et al 1981, Hedreen & Delong
1991, Park et al 1982, Wilson & Phelan 1982 ), principalement des MSNs de la voie
indirecte, bien que quelques collatérales d’axones des MSN de la voie directe aient
eté décrites (Nadjar et al 2006). Ces projections forment une arborisation diffuse
établissant des synapses symétriques avec les neurones pallidaux sur toute la
longueur de leurs dendrites (Difiglia et al 1982, Parent & Hazrati 1995a, Parent &
Hazrati 1995b, Park et al 1982, Smith et al 1998). Les neurones de la voie striato-
pallidale co-expriment la GAD 67 et les enképhalines.

Il existe également une connectivité intrinseque au sein de ce noyau. La majorité des
neurones du GPe posséde des collatérales d’axones (Falls et al 1983 , Francois et al
1984 , Kita 1994, Nambu & Llinas 1997, Park et al 1982). Ces axones peuvent
innerver des régions restreintes ou étendues du noyau et forment des grappes de
terminaisons denses sur les régions proximales d’'un petit nombre de neurones (Kita
1994). Elles représentent 10% des terminaisons en contact avec le corps cellulaire
chez le singe (Shink & Smith 1995) (Figure 8). L’analyse du champ de terminaisons
axonales de neurones individuels du GP suggere que ce noyau pourrait étre
subdivisé en deux parties, avec la partie externe innervant la partie interne du GP
(Sadek et al 2007). Cette observation indique un traitement des informations

afférentes a l'intérieur méme du GP.

2. Afférences glutamatergiques

Le Globus Pallidus recoit des afférences excitatrices glutamatergiques,
provenant du NST mises en évidence chez le primate (Canteras et al 1990, Kita et al
1983b , Nauta & Cole 1978 ) et chez le rat (Deniau et al 1978, Hammond & Yelnik
1983, Kita et al 1983a, Van Der Kooy & Hattori 1980). Les études de marquages
intracellulaires (Hammond & Yelnik 1983 , Kita et al 1983a), des enregistrements
électrophysiologiques (Deniau et al 1978 , Hammond et al 1983) et des expériences
de tracages indiquent qu’un seul neurone du NST envoie des collatérales d’axone au
GP, au EP et a la SNr (Deniau et al 1978, Van Der Kooy & Hattori 1980). Ce n’est
pas le cas chez le primate ou il a ét¢ montré a l'aide d’'un marquage rétrograde
(Parent & Hazrati 1995b, Parent & Smith 1987b, Parent et al 1989) que les
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Figure 9 : Représentation schématique d’'un modéle du réseau des GB décrivant les
afférences du GP.

Le GP trouve dans ce modéle une fonction plus régulatrice que simple noyau relais de
l'information motrice. Les éfferences surlignées représentent les afférences du GP décrites

dernieérement.



neurones projetant sur le GPe et sur la SNr sont des populations distinctes
spatialement au sein du NST (Parent & Smith 1987b). De méme, il a été montré que
les neurones du NST projetant sur le GPe étaient différents des ceux projetant sur le
GPi (Parent & Hazrati 1995b , Parent et al 1989).

Ces projections forment des synapses de taille moyenne et asymeétrique avec les
neurones pallidaux (Kita & Kitai 1987 , Robledo & Feger 1990, Van Der Kooy &
Hattori 1980 ). Beaucoup de neurones du NST qui recoivent des entrées pallidales
projettent en retour sur le GPe (Groenewegen & Berendse 1990 , Moriizumi et al
1987 , Mouroux & Feger 1993) indiquant une connectivité réciproque entre ces deux
noyaux du moins a I'échelle macroscopique. En effet, actuellement il n'est toujours
pas connu si un neurone du NST connecté par un neurone du GP, projette en retour
sur ce méme neurone.

L'autre source de glutamate du GP provient du thalamus. Ces projections
thalamiques sont en fait des collatérales d’axones de neurones thalamostriataux
issues du noyau parafasciculaire (Deschenes et al 1996 , Yasukawa et al 2004)
(Figure 9).

3. Afférences dopaminergiques et sérotoninergiques

Enfin le GP recoit des afférences dopaminergiques provenant de la SNc
(Gauthier et al 1999 , Matsuda et al 2009) ainsi qu’une innervation sérotoninergique
en provenance du raphé (Charara & Parent 1994) (Figure 7).
L’existence d’'une innervation dopaminergique du GP a été mise en évidence chez le
rat, le singe et 'hnomme (Debeir et al 2005, Jan et al 2000 )). Cette innervation, qui
provient de collatérales d’axones nigro-striataux, est hétérogene pouvant étre diffuse
ou constituée de petites arborisations confinées dans une région du GP. L’analyse
immunohistochimique de la tyrosine hydroxylase (TH, enzyme de la voie de
biosynthése de la dopamine) au niveau du GPe de patients parkinsoniens a permis
de montrer une dégénérescence de la voie nigro-pallidale suggérant que I'absence
de modulation dopaminergique directe sur le GP pourrait contribuer aux
perturbations d’activités électrophysiologiques mises en évidence dans ce noyau
dans la maladie de Parkinson.
L’innervation dopaminergique du GP provient de collatérales d’axones nigrostriataux
(Cossette et al 1999, Fallon & Moore 1978, Lindvall & Bjorklund 1979, Sato et al

2000 ). Il existe deux types d’axones nigrostriaux morphologiqguement différents, un
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qui innerve massivement le striatum et faiblement les structures extrastriatales
comme le GP et un axone qui fait I'inverse (Cossette et al 1999). L'immunomarquage
des fibres dopaminergiques par la tyrosine hydroxylase montrent qu’elles forment
des contacts synaptiques avec les neurones du GP (Arluison et al 1984 , Zaborszky
& Cullinan 1996).

D. La boucle Globus Pallidus externe / Noyau Sous-Thalamique

Les relations entre le GP et le NST semblent plus complexes qu’un « simple
relais » entre le striatum et les structures de sortie. En effet, des projections du NST
sur le GPe ont été mises en évidence chez le primate (Canteras et al 1990, Kita et al
1983a , Nauta & Cole 1978 ) puis I'existence de connections réciproques entre le GP
et le NST ont été trouvées chez le rat (Kita & Kitai 1994 , Maurice et al 1998). Ce
réseau constituerait une boucle de controle rétroactive de la voie « indirecte »
(Parent & Hazrati 1995b , Robledo & Feger 1990 , Smith et al 1998). Le réseau GP-
NST formant une boucle excitation-inhibition, ce dernier est considéré comme le
générateur de rythme au sein du réseau des ganglions de la base (Bevan et al
2002a, Rubin & Terman 2000 ). Les données de la littérature in vivo suggerent que
'activité oscillatoire du réseau GP-NST est fortement dépendante de Iactivité
corticale (Magill et al 2000) et, est aussi une caractéristique d'états
physiopathologiques puisque cette activité oscillatoire et, corrélée entre ces deux
noyaux a été observée chez le modele rongeur de la maladie de Parkinson (Magill et
al 2001) ou encore chez un modeéle d’épilepsie (Paz et al 2005).
Il existe une étude in vitro suggérant que le réseau GP-NST peut générer des
oscillations de maniére autonome (Plenz & Kital 1999). Le mécanisme supposé de
ces oscillations repose sur les propriétés particulieres des neurones du GP et du
NST. Ainsi, lors d'une forte inhibition d’origine pallidale, les neurones du NST
répondent par un rebond post-inhibiteur qui correspond a une bouffée de potentiels
d’actions qui fait suite a I'hyperpolarisation produite par linhibition GABAergique
(Bevan et al 2002a, Bevan et al 2000 ). Cette bouffée de potentiels d’action va étre
renvoyée au GP via les projections glutamatergiques NST/GP et en retour, le GP va
de nouveau inhiber le NST, ce qui permet ainsi I'entretien de cette activité oscillatoire
alternée entre le NST et le GP (Gatev et al 2006).
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Figure 10 : Tableau récapitulatif des propriétés électrophysiologiques des neurones
du GP selon les études.

Les signes + et — désignent respectivement la présence ou l'absence des caractéristiques
résumees dans le tableau. ND pour Non Déterminé signifie que ces parameétres n’ont pas
été déterminés dans I'étude.



III. Propriétés électrophysiologiques des neurones du Globus
Pallidus

A.  Activité électrophysiologique des neurones du GP in vitro

Des études basées sur des enregistrements électrophysiologiques in vitro
réalisées sur des tranches aigiies de cerveaux ont permis la caractérisation des
propriétés membranaires des neurones du GP. Chez le cochon d’Inde, il a été
suggéreé l'existence de 3 types neuronaux au sein du GP (Nambu & Llinas 1994)
appelés neurones de type 1, type 2 et type 3. Les neurones de type 1 sont des
neurones silencieux mais qui s’activent et présentent une accommodation de leur
décharge rapide avec I'injection de courant dépolarisant contrairement aux neurones
de type 2 qui sont spontanément actifs et présentent une faible accommodation lors
d’injection de courant dépolarisants. Les neurones de type 1 sont les plus nombreux
(59%) par rapport aux neurones de type 2 (37%). Les neurones de type 3 sont
minoritaires (4%) et correspondraient a des neurones silencieux ayant des PAs de
longue durée. D’autres auteurs (Cooper & Stanford 2000) ont également suggéreés
I'existence d’'une diversité électrophysiologique in vitro au sein du GP chez le rat
selon les propriétés électrophysiologiques et la morphologie des neurones. Dans
cette étude, ils décrivent 3 types neuronaux. Les neurones de type A, silencieux ou
actifs sont les plus nombreux (63%). lls sont identifiés par la présence d’un courant
Ih, d’'une AHP biphasique et d‘une accommodation a la décharge qui est moyenne.
Les neurones de type B sont spontanément actifs avec une AHP monophasique
rapide. lls deviennent irréguliers quand on les dépolarise et présentent alors une
faible accommodation a la décharge. lls ne présentent ni de rebond post-inhibiteur ni
de courant Ih. lls ont des courants K* de trés grandes amplitudes et sont capables de
décharger a tres haute fréquence et sont caractérisés par une absence de courant |h
et de rebonds post-inhibiteurs mais possedent une longue AHP biphasique. Il est
possible de faire la corrélation entre ces différentes études. Les neurones de type A
semblent correspondre aux neurones de type 2 décrit par Nambu et Llinas, tandis
gue les neurones de type B de plus petite taille présentent des similitudes avec ceux
décrit par Millhouse (Millhouse 1986). Les types C, minoritaires, devraient
correspondre aux grands neurones cholinergiqgues du noyau basal de Meynert

(Figure 10). Une étude plus récente vient aussi conforter I'existence de plusieurs
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Figure 11 : Deux exemples d’activités électrophysiologiques extrémes au sein du GP
obtenues par modélisation d’un neurone du GP.

L’hétérogénéité neuronale au sein du GP est montrée par les deux exemples d’activité qui
présentent des caractéristiques distinctes : une absence de décharge spontanée (A) ou une
fréquence élevée (B) ou encore la présence ou non d'un « sag » en réponse a un créneau
de courant hyperpolarisant.

Densité des différentes conductances en unités arbitraires permettant de modéliser I'activité

des neurones du GP de type 1 ou de type 2 (C). D’apreés Gunay et al., 2008.



types neuronaux dans le GP en fonction de leur propriétés de décharge (Bugaysen
et al 2010). Alors que l'ensemble de ces travaux semblent clairement indiquer
l'existence de plusieurs types cellulaires dans le GP dun point de vue
électrophysiologiques, des données récentes viennent remettre en cause cette
classification (Deister et al 2013, Gunay et al 2008 ).

La premiere étude réalisée par Gunay et collegues soutient I'existence d'un
continuum neuronal au sein du GP (Gunay et al 2008). Celle-ci repose sur une
comparaison entre les propriétés électrophysiologiques de plusieurs dizaines de
neurones du GP enregistrés in vitro et la modélisation de ces données par un
modéle informatique de neurone du GP. Grace a ce modele, la variabilité observée
aux niveaux des propriétés intrinséques des neurones du GP enregistrés en tranche
a pu étre reproduite en faisant varier la densité des canaux potentiels-dépendants
présents sur les neurones du GP. Ainsi cette étude suggere qu’en fonction du niveau
d’expression de certains canaux, il peut y avoir autant de types neuronaux dans le
GP gue de niveaux d’expression de canaux ioniques, ce qui implique gqu’il n'est pas
possible de classer les neurones du GP en sous-groupes sur la base de leurs
propriétés électrophysiologiques. A travers cet ensemble, les auteurs décrivent deux
types d’activités électrophysiologiques extrémes au sein du GP, sans décharge
spontanée (Figure 11A) ou avec une fréquence de décharge spontanée élevée
(Figure 11B). Ces deux types d’activité neuronale peuvent étre reproduite par le
modele en manipulant la densité de plusieurs conductances ioniques présentent au
niveau des neurones du GP (Figure 11C). Il existerait donc une hétérogénéité
neuronale dans le GP liée a I'expression de certains canaux ioniques.

La seconde étude de Deister et collaborateurs (Deister et al 2013) ajoute, elle, un
niveau de complexité supérieur en suggeérant que l'activité des neurones du GP varie
au cours du temps, ce qui rend la aussi impossible la classification des neurones du
GP en sous-groupes en fonction de leur activité de décharge. Afin de mettre en
evidence cette variation d’activité au cours temps, des neurones du GP ont été
enregistrés en mode cellule attachée pendant plus vingt minutes conseécutives, ce
qui a permis de montrer dimportantes variations de fréquence de décharge
instantanée au cours du temps, certains neurones passant d’'une période silencieuse

a une activité de décharge soutenue (Deister et al 2013).
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Ces deux études viennent donc perturber la classification acceptée dans les années
1990-2000 et suggerent donc que I'on ne peut pas se fier au mode de décharge des
neurones du GP pour les classer en sous-populations.

De ces études in vitro, il ressort que dans la majorité des cas, les neurones du
GP ont une activité pacemaker autoentretenue. Il a été montré que pas moins de 10
canaux potentiel-dépendants sont présents dans le GPe (Baranauskas et al 1999,
Chan et al 2004, Mercer et al 2007, Surmeier et al 1994) qui, ensemble,
déterminent les propriétés intrinseques complexes de ces neurones (Gunay et al
2008). Si on s’intéresse maintenant aux conductances qui sont responsables de
I'activité pacemaker des neurones du GP in vitro, deux types de canaux ioniques en
particulier semblent jouer un réle prépondérant. Comme pour de nombreux neurones
pacemaker dans le cerveau (Beurrier et al 2000 , Bevan & Wilson 1999 , Do & Bean
2003, Mercer et al 2007), les courants sodiques persistants (INaP) sont présents a
la membrane des neurones du GP. Ces canaux présentent la particularité de ne pas
s’inactiver et d'étre ouverts a des potentiels de membranes inférieurs au seuil de
déclenchement des potentiels d’action (seuil d’activation de INaP ~ -60 mV ;
(Mittmann & Alzheimer 1998). Ainsi, ils dépolarisent en permanence le potentiel
membranaire des neurones du GP et leur conferent une activité pacemaker. En plus
des courants INaP, les neurones du GP possédent aussi des canaux HCN
(Hyperlarisation-activated Non-specifique Cationic Channels) qui eux aussi
participent au maintien du potentiel de membrane des neurones du GP a un niveau
assez dépolarisé (Chan et al 2011, Chan et al 2004 ).

Les études menées sur des modeles rongeurs de la maladie de Parkinson
suggerent que les neurones du GP subissent des modifications de leur excitabilité
cellulaire. Ainsi il a été montré que les neurones du GP perdent leur activité
spontanée de décharge et deviennent silencieux suite a une réduction de
'expression des canaux HCN chez la souris 6-OHDA (Chan et al 2011). Ces
résultats ont en parti été confirmés pour une étude réalisée dans notre équipe chez
le rat 6-OHDA. Dans cette étude, une perte d’excitabilité a aussi été observée dans
la majorité des neurones du GP. En revanche, les neurones restant ont une activité
de décharge plus élevée qu’en condition contrdle, ce qui suggere une modification

différentielle de I'excitabilité des neurones du GP (Miguelez et al 2012).
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Figure 12 : Patrons de décharges typiques de deux neurones du GPe observés en
absence de mouvement chez le primate.

Les neurones du GP peuvent étre divisés en deux groupes: A: Les neurones du GPe
déchargeant a haute fréquence (HFP) avec de longues pauses silencieuses, et en B : les
neurones déchargeant a faible fréquence avec des bouffées de potentiels d’actions (LFB)
(D’aprés DelLong, 1971).

Figure 13 : Activité de décharge d'un neurone du GP durant des mouvements.

Mouvements de pousser-tirer (A) et de de latéralité (B) sur un levier. La ligne sous les tracés
représente la position du levier. Pour les mouvements de pousser-tirer, le haut de la ligne
représente le fait de tirer sur le levier alors que la ligne du bas représente le fait de pousser
sur le levier. Pour les mouvements de latéralité (C), le haut du tracé (B) représente

I'extension et le bas du tracé représente la flexion (D’aprés DelLong, 1971).



B. Activité des neurones du GP in vivo

1. En situation physiologique

1.1. Activité électrophysiologique des neurones du GP
chez I'animal éveillé
Chez l'animal éveillé et au repos, deux types neuronaux ont été mis en

evidence chez le rat et le singe (Benhamou et al 2012, Bugaysen et al 2010,
DeLong 1971). La majorité des neurones du GP (80%) possédent un patron
d’activité tonique avec des pauses caractéristiques, ils sont appelés neurones
« HFP » (high frequency pausers). Alors que les 20% restant présentent un patron
d’activité moins tonique entrecoupé de bouffées de potentiels d’action ; ils sont
appelés neurones « LFB » (low frequency busters) (Figure 12) (Benhamou et al
2012, Bugaysen et al 2010, DeLong 1971 ). La présence de pauses est considérée
comme la signature électrophysiologique de ce noyau (Arkadir et al 2004 , Galvan et
al 2005).

L'origine de ce patron d’activité reste discutée mais il a été observé que la probabilité
d’apparition des pauses dans le GP est inversement proportionnelle au degré
d’activité motrice du singe (Elias et al 2007). Nous ne savons pas comment est
modifieée l'activité du GP lors d’un comportement moteur car peu d’études ont été
réalisées afin de comprendre s'’il jouait un réle dans l'initiation ou la régulation du
mouvement. Selon le schéma classique d’Alexander et Crutcher, le GP est activé
afin d’'inhiber le NST et les noyaux de sortie (SNr/GPi), et ainsi, libérer le thalamus
pour que le mouvement soit initi€. Mais aucune donnée électrophysiologique ne
supporte cette activation. Il est juste acquis que l'activité des neurones du GP est
modulée par le mouvement. Lors d’'un mouvement, les neurones déchargent en
bouffées de potentiels d’action avec une inhibition qui vient se caller en phase avec
le mouvement (Figure 13). De plus les neurones du GP déchargent plutét apres le
mouvement, ce qui va plus dans le sens d’un r6le dans la régulation plutét que dans
linitiation du mouvement (DeLong 1971). De méme, chez le rat il a été mis en
évidence des changements d'activité¢ des neurones du GP lors d'une tache
d’apprentissage de mouvement de la téte en réponse a un son (Gardiner & Kitai
1992). Ce changement d’activité est différent selon la direction du mouvement de la

téte de I'animal. Enfin, une autre étude suggere que lors de la sélection (choix) d’'un
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Figure 14 : Activité neuronale d’un neurone du globus pallidus chez le rat.

En condition contréle (A), les neurones du GP presentent une patron de decharge
régulier ; (B) en condition de dépletion dopaminergique chez le rat 1ésé a la 6-OHDA. En
situation physiopathathologique, les neurones du GP déchargent en bouffées de potentiels
d’action. (D’aprés Magill et al.,2001)



mouvement, les neurones du GP doivent étre inhibés afin que les interneurones du
striatum puissent augmenter leur activité (Gage et al 2010). Les modes de décharge
caractéristiques sont conservés entre les espéces mais la fréquence de décharge est
nettement plus basse chez le rat que chez le singe (Benhamou et al 2012). En effet,
chez le singe, leur fréquence de décharge est comprise entre 30 et 50 Hz (Aldridge
et al 1990, Starr et al 2000). Chez le rat non anesthésié téte restreinte, I'activité des
neurones du GP est plutdt réguliere quel que soit I'état de vigilance de I'animal
(Urbain et al 2000).

1.2. Activité électrophysiologique des neurones du GP
chez I'animal anesthésié
La majorité des neurones du GP étudiés chez le rat anesthésié présente des

patrons de décharges avec des fréquences de 5 a 40 Hz et avec des PAs de courte
durée (Kita & Kitai 1991 , Magill et al 2000 , Mallet et al 2008, Ni et al 2000 ).

Sous anesthésie a l'uréthane, l'activité des neurones du GP est principalement
toniqgue avec un patron de décharge de type régulier (Magill et al 2000, Ni et al
2001). Dans ces conditions d’enregistrement, l'activité¢ des neurones du GP n’est
pas modulée dans le temps par les ondes lentes corticales (Mallet et al 2008) et
l'activité entre paires de neurones n’est pas corrélée suggérant une absence de

synchronisation (Mallet et al 2008).

2. En condition physiopathologique

2.1. Activité électrophysiologique des neurones du GP
chez I'animal éveillé
En situation de déplétion dopaminergique, I'activité des neurones du GP est

profondément altérée (Figure 14). Les premiers travaux réalisés chez le singe MPTP
ont permis la mise en évidence d'une réduction de la fréquence de décharge des
neurones du GPe (Filion & Tremblay 1991, Miller 1987 ). L’activité réguliere
entrecoupée de pauses est remplacée par une activité en bouffée de potentiels
d’action qui est une des signatures électrophysiologiques de la maladie de Parkinson
(Filion & Tremblay 1991 , Nini et al 1995). Une autre caractéristique de la maladie de
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Figure 15: Dichotomie anatomo-fonctionnelle des neurones du GP chez le rat 6-
OHDA.

A-C: activité électrique d'un neurone GPe-Tl (A) et d'un neurone GPe-TA (C) pendant les
ondes lentes corticales.

B-D: Reconstruction compléte d'un neurone GP-TI (B) et d’'un neurone GP-TA (D) marqué
par la neurobiotine (NB) sur une coupe sagittale et leurs images immunohistochimigues
correspondantes illustrant la colocalisation et la hon-colocalisation de la NB avec le neurone
GP-TI exprimant la parvalbumine (PV) (B) et un neurone GP-TA n'exprimant pas la PV (D).
L’innervation des neurones GP-TA est massive, dense et spécifique au striatum.

Les corps cellulaires et les dendrites sont dessinés en rouge, I'axone en bleu, et les boutons
axonaux en vert. Voyez que le neurone descend innerver le thalamus et les autres noyaux
de sorties des GB. EPN: noyau entopédonculaire, STN: noyau sous-thalamique, SNr:
substance noire pars reticulata, GPe : globus pallidus externe et STR : striatum.

(Kato et al 2011)



Parkinson est I'émergence d’une synchronisation entre les neurones du GPe (Nini et
al 1995). Les mécanismes responsables de cette synchronisation neuronale entre les
neurones du GP ne sont pas connus, mais certains auteurs pensent que cette
synchronisation peut apparaitre avec des changements de propriétés intrinséques

des neurones (Deister et al 2013).

2.2. Activité électrophysiologique des neurones du GP
chez I'animal anesthésié
Chez le rat anesthésié, la plupart des neurones du GP ont aussi une

fréquence de décharge réduite suite & une déplétion dopaminergique par rapport a la
situation contrdle qui s’accompagne aussi d'une synchronisation entre les neurones
(Mallet et al 2008). Il apparait aussi un exceés d’activité dans la gamme des
oscillations pB (Mallet et al 2008) qui est aussi observé au niveau du NST (Mallet et al
2008, Sharott et al 2005 ).

Alors que chez les animaux témoins I'ensemble des neurones déchargent de
maniére réguliere et non corrélée, en situation parkinsonienne deux types de
neurones déchargeant en opposition de phase apparaissent (Mallet et al 2012,
Mallet et al 2008 ). Ces deux types neuronaux ont respectivement été appelés GP-
TA et GP-TI en fonction de leur activité de décharge pendant les ondes lentes de
I'électrocorticogramme (ECoG). Ainsi, les neurones actifs lors de la phase active du
tracé EcoG ont été dénommés GP-TA (Figure 15C) alors que ceux inactifs pendant
la phase active de 'ECoG ont été appelés GP-TI (Figure 15A) (Mallet et al 2008).
Quatre ans plus tard, ces mémes auteurs ont suggéré I'existence d’'une dichotomie
anatomo-fonctionnelle au sein du GP (Mallet et al 2012). En effet en utilisant toujours
le méme critéere pour classer les neurones, mais cette fois-ci complété par un
marquage juxtacellulaire afin de reconstruire les neurones enregistrés et identifier le
marqueur neuronal qu’ils expriment. Ainsi, ils ont pu mettre en évidence que les
neurones qui sont inactifs pendant la phase active de I'EcoG, les GP-TI, expriment la
PV et projettent surtout sur les noyaux de sorties des GB (Figure 15B) alors que les
neurones GP-TA, expriment la PPE et projettent uniquement sur le striatum (Figure
15D). Ces travaux ont donc permis la mise en évidence d’'un type cellulaire au sein
du GP, caractérisé par son type d’activité, son identité neurochimique et une
innervation exclusivement dirigée vers le striatum. En raison de I'importance de cette

innervation, les neurones GP-TA ont été dénommeés neurones Arkypallidaux (Mallet
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et al 2012). L’existence de ces deux populations en condition physiologique reste

une guestion ouverte pour le moment.

IV. Le Globus Pallidus et le mouvement

Le role du globus pallidus dans le contrdle du mouvement a principalement été mis

en évidence par des expériences de lésions ou de manipulations pharmacologiques.

A. Chez I’animal controle

La lésion a I'acide iboténique ou a I'acide kainique du globus pallidus chez le
rat produit une akinésie, une catalepsie et une rigidité musculaire (Hauber et al 1998,
Ossowska et al 1983). De maniére similaire, une inactivation pharmacologique
unilatérale de l'activité¢ du GP induite par une potentialisation de la transmission
GABaergique au niveau de ce noyau provoque un comportement rotatoire chez rat
(Chen et al 2004, Chen & Yung 2004). Ces expériences suggérant qu'une
hypoactivit¢ du GP entraine un syndrome hypokinétique. De facon opposé, le
blocage de la transmission GABAergique par infusion de bicucculine au niveau du

GPe chez le singe produit des dyskinésies séveres (Matsumura et al 1995).

B. Chez I'animal rendu parkinsonien

Une stimulation a haute fréquence chez le singe au sein du GPe et du GPi
montre une amélioration des signes de la MP (Vitek et al 2004). L’ablation
chirurgicale du GPe chez le singe MPTP entraine une aggravation des symptémes
moteurs de la MP, une altération de l'activité neuronale au sein du GPi et une
réduction des effets de I'apomorphine (Zhang et al 2006). Ces résultats suggerent

gue le GPe influence I'activité neuronale du GPi et est impliqué dans la MP.

V. Régulation dopaminergique du Globus Pallidus externe

A. Expression des récepteurs dopaminergiques au sein du Globus
Pallidus externe

De nombreuses études suggerent que les récepteurs dopaminergiques D1 et
D2 sont exprimés dans le GP (Camps et al 1990, Richfield et al 1987 ). Ces
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récepteurs de la dopamine sont retrouves soit au niveau des afférences synaptiques
soit sur la membrane des neurones du GP.

Les récepteurs de la famille D2 sont situés sur les terminaisons axonales
GABAergiques pallido-striatales (Deng et al 2006, Gerfen et al 1990 , Parent & Smith
1987a) et exerce un contrdle présynaptique de la libération de GABA (Cooper &
Stanford 2001 , Shin et al 2003). En plus de leur présence au niveau présynaptique,
les récepteurs D2 sont également exprimés sur les membranes post-synaptiques
(Araki et al 2007, Mansour et al 1990, Yung et al 1995). De plus, il a été suggéré
gue les neurones PPE positifs qui sont pallido-striataux expriment plus TARNm des
récepteurs D2 que les neurones pallido-subthalamiques (Hoover & Marshall 2002 ,
Hoover & Marshall 2004), ce qui suggére que la dopamine modulerait I'activité d’'une
sous-population de neurone du GP. De maniére plus controversée, il semble qu’'un
faible nombre de récepteurs D1 soient présents sur les terminaisons de synapses
GABAergiques symétriques dans le GP du rongeur (Levey et al 1993, Yung et al
1995). Quelques corps cellulaires des neurones du GP chez le rat ont montré une
immunoréactivité pour les récepteurs D3 et D4 (Rivera et al 2003 , Khan et al 1998).
Pour finir, des récepteurs D5 ont été identifiés dans le GP du rongeur et du singe
(Ciliax et al 2000 , Khan et al 2000).

B. Effets des agonistes dopaminergiques sur les neurones du
Globus Pallidus externe

La dopamine est indispensable au sein des GB pour avoir un fonctionnement
moteur normal. La dopamine peut directement influencer la physiologie du GP par
les collatérales dopaminergiques de la voie nigrostriée qui s’arborisent au sein du GP
(Fallon & Moore 1978, Gauthier et al 1999, Lindvall & Bjorklund 1979). Des
expériences de microdialyses montrent que les terminaisons dopaminergiques au
sein du GP sont fonctionnelles (Hauber & Fuchs 2000). De plus il a été montré chez
le rat, que des injections systémiques d’'agonistes dopaminergiques non-sélectifs
augmentent la fréquence de décharge des neurones du GP et I'expression de la
protéine c-fos. Cet effet semble apparaitre sous l'influence de la dopamine dans la
voie striato-pallidale (Vargo et al 1996, Walters et al 1987 ).

Des études in vitro ont montré que l'agoniste des récepteurs D2 réduisait la
fréquence des courants miniatures inhibiteurs dans le GP (Cooper & Stanford 2001 ,

Watanabe et al 2009). L’injection locale d’agoniste des récepteurs D2 supprime
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linhibition induite par la stimulation striatale chez le GP du rongeur (Bergstrom &
Walters 1984). Des études récentes in vitro ont révélé que la dopamine supprimait
l'inhibition striato-pallidale et que cette suppression était due a I'action synergique de
récepteurs D2 présynaptiques et de récepteurs D4 post-synaptiques (Chuhma et al
2011, Shin et al 2003 , Watanabe et al 2009 ).

L’application de dopamine par iontophorése au sein du GP peut soit augmenter ou
diminuer l'activité individuelle des neurones du GP (Bergstrom & Walters 1984 ,
Chrobak & Napier 1993, Huffman & Felpel 1981 , Maslowski & Napier 1991 ).

Bien que tres peu d'études ont exploré les effets comportementaux de I'injection
d’agonistes ou d’antagonistes localement au niveau du GP, ces dernieres suggérent
gue certains comportements moteurs impliquent les récepteurs dopaminergiques du
GPe (Costall et al 1972 , Fletcher & Starr 1987 , Galvan et al 2001, Hauber & Lutz
1999).

La dopamine libérée au niveau du GP jouerait un rdle important dans le contréle
moteur car l'infusion locale d'un antagoniste des récepteurs D1 ou D2 entraine des
akinésies chez le rat (Hauber & Lutz 1999). En revanche, des infusions de DA dans
le GP, permettent de restaurer partiellement les déficits moteurs chez un modéle de
rat de la maladie de Parkinson (Galvan et al 2001). En conclusion, il semble que la
dopamine exerce une modulation complexe de l'activité des neurones du GP, en
agissant sur différents types de récepteurs localisés au niveau pré- et post-

synaptiques.

VI. Objectifs

Comme nous avons pu le voir dans lintroduction, il existe un faisceau
d’évidences suggérant I'existence d’'une diversité neuronale au sein du GP, tant au
niveau neurochimique, embryonnaire et électrophysiologique. De plus la mise en
evidence d’'une dichotomie fonctionnelle au niveau du GP (Mallet et al 2012) appelle
a reconsidérer la place du GP dans réseau des GB ainsi que son réle dans le
contrdle de I'exécution du mouvement. Dans leur étude, Mallet et Collegues ont mis
en évidence deux types neuronaux dans le GP, caractérisés par I'expression soit de
la PV soit de la PPE ainsi que par leur activité électrophysiologique in vivo. La
principale question a laquelle nous avons voulu répondre est de déterminer si cette

différence d’activité in vivo peut reposer sur des propriétés membranaires distinctes
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des neurones PV et PPE du GP. Afin de répondre a cette question, nous

avons mis en place une étude multi-disciplinaire avec pour objectifs :

1)

2)

3)

4)

De caractériser sur le plan neurochimique et embryonnaire les différentes
populations neuronales du GP,

De caractériser les propriétés électrophysiologiques in vitro des neurones
du GP en fonction de [I'expression de marqueurs neurochimiques
spécifiques,

D’identifier les structures sur lesquelles projettent les principales
populations neuronales du GP,

Enfin de manipuler l'activité de la population majoritaire du GP, les
neurones exprimant la PV, et de déterminer I'effet de cette manipulation

sur le comportement moteur de I'animal
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Matériels et Méthodes

Chapitre 1: Enregistrements électrophysiologiques sur des tranches fraiches
de cerveau de rongeur

Chapitre 2 : Histologie



Composition NaCl | KCI NaH.PO CacCl, NaHCO MgSO, | D-Glucose | Saccharose
(en mM) 4 3

Solution  de 25 |1.25 0.5 26 10 10 250
prélevement

ACSF 126 |25 |1.25 2 26 2 10

standard

ACSF 126 |3 1.25 16 |26 15 10

modifié

Tableau 1 : Composition des solutions extracellulaires.

Ces solutions ont été utilisées pour le prélevement et la perfusion des tranches ; Osmolarité :

310-315 mOsm ; pH ~ 7,35.




Matériels et Méthodes

Toutes les expériences de mon doctorat ont été réalisées en accord avec la directive
du 24 novembre 1986 (86/609/EEC) du Conseil de la Communauté Européenne,
concernant l'utilisation d’animaux de laboratoire. Les protocoles expérimentaux ont
aussi été validés par le Comité d’Ethique de I'Université de Bordeaux (n° d’agrément
CE5012075-A).

I. Enregistrements électrophysiologiques sur des tranches fraiches
de cerveau de rongeur

A. Préparation des tranches

Les expériences électrophysiologiques ont été réalisées sur des tranches
aigues de cerveau de rat (souche Sprague-Dawley) et de souris transgéniques de la
lignée PV-AI9 (cf paragraphe 2.6 du « matériels et méthodes »). Les rats et les souris
utilisés dans notre étude sont issus de portées naturelles et agés de 15 a 30 jours
post-nataux pour les expériences d’électrophysiologies ou de 6 a 8 semaines pour
les expériences d’optogénétique in vitro. Aprés anesthésie générale par injection en
intra-péritonéale d’'un mélange Kétamine (75mg/Kg) et Xylazine (10 mg/Kg), une
thoracotomie est effectuée rapidement, suivie par une perfusion intracardiaque de 20
mL de solution enrichie en sucrose (solution de prélevement, tableau 1), oxygénée
par un meélange de 95% d'O, et 5% de CO, et préalablement refroidie entre 0 et 4°C.
Cette étape permet de remplacer le sang du cerveau par la solution de prélevement
afin de ralentir le métabolisme cellulaire des neurones et de réduire I'excitabilité
cellulaire et I'activité synaptique en raison de la faible concentration extracellulaire en
ions sodium et calcium. L'animal est ensuite décapité, les os du crane sont retirés et
le cerveau est mis a nu. Les deux hémisphéres sont séparés grace a une incision au
scalpel au niveau de la ligne médiane. lls sont ensuite retirés et placés dans une
boite de Pétri contenant la solution de prélévement froide et oxygénée. L’isolation du
cerveau doit étre effectuée rapidement pour garantir une bonne survie neuronale,
mais le soin et la délicatesse des opérations sont des éléments importants pour
obtenir des tranches de cerveau d’excellente qualité. Les 2 hémisphéeres sont collés
séparément sur un porte échantillon afin d’étre découpés en tranches de 350um

d’épaisseur dans le plan sagittal avec un vibratome (VT1200S, Leica Microsystems),
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Composition

(en mM) KMeSO, | NaCl | MgCl, | HEPES | EGTA | Na;GTP | MgATP

135 38 |1 10 01 |04 2

Tableau 2 : Composition de la solution intracellulaire.
Ces solutions ont été utilisées pour les enregistrements de patch-clamp ; Osmolarité : 290-
295 mOsm ; pH~ 7.2 ajusté avec du KOH



ce qui permet d’obtenir 3 tranches contenant le GP par hémisphére. Celles-ci sont
ensuite recueillies et placées sur une membrane de nylon dans un bécher contenant
une solution oxygénée de type extracellulaire appelée « artificial cerebrospinal fluid »
(ACSF standard ; tableau 1). Le bécher est placé dans un bain-marie a 34°C
pendant environ 1 heure avant de commencer les enregistrements, afin de permettre
aux tranches de cerveau de récupérer de la coupe et de relancer les processus

métaboliques.

B. Solutions

1. Solutions extracellulaires

Les solutions utilisées sont adaptées pour reproduire les milieux
physiologiques (extracellulaires et intracellulaires) des neurones. L'osmolarité est
particuliéerement contrdlée pour éviter les chocs osmotiques entre lintérieur et
I'extérieur des neurones. A noter que les solutions sont maintenues a un pH de 7,3-
7,4 grace au bullage constant par un mélange gazeux O,/CO, (95% / 5%). La
concentration des différents sels est également calculée pour respecter les valeurs
théoriques des potentiels d’équilibre des ions. Du pyruvate (110 mg/L) et du
glutathion (1,5 mg/L), sont ajoutés dans la solution d’ACSF standard pour alimenter
le cycle de Krebs et ainsi empécher la mort cellulaire pendant le temps de

récupération.

2. Solutions intracellulaires

Pour les enregistrements de patch-clamp, nous avons utilisé une solution
intrapipette riche en potassium meéthyl sulfate (KMeSO,) dont la composition est
décrite dans le tableau 2 ci-dessous. Lors des expériences réalisées en mode
«cellule entiere», 0.25-1% de biocytine est ajoutée le jour de I'expérience dans la
solution intrapipette afin de pouvoir retrouver et identifier les neurones enregistrés
apres revélation immunohistochimique de la biocytine. Pour les expériences de patch
perforé, 0,15 pL de solution stock de gramicidine (15 mg/mL) préparée fraichement
le jour de I'expérience dans du Dimethyl sulfoxide (DMSO) sont dilués dans 100 pL
de solution intrapipette juste avant de remplir I'électrode. Pour faciliter I'établissement

du gigaseal, la pointe de I'électrode est remplie avec de la solution sans gramicidine.
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C. Enregistrements électrophysiologiques

1. La chambre d’enregistrement

Une tranche est placée dans la chambre d’enregistrement et observée avec
un microscope droit équipé d’'un systéme de contraste interférentiel différentiel (DIC)
a infrarouge (Eclipse workstation E600FN; Nikon). L’observation se fait grace a une
caméra noir et blanc (C7500-51 ; Hamamatsu) sur un moniteur analogique d’abord a
I'objectif x4 pour repérer le GP, puis a l'objectif x60 a immersion (Fluor 60x/1.00W ;
Nikon) afin de visualiser le corps cellulaire des neurones pour pouvoir les enregistrer
intracellulairement. Pendant les expériences, les tranches sont perfusées en
permanence a un débit de 3 mL/min avec de 'ACSF modifié oxygéné et maintenu a

une température entre 32 et 34°C.

2. La technique du patch-clamp
La technique du patch-clamp a été mise au point au début des années 1980
(Hamill et al 1981). Plusieurs modes d’enregistrements sont possibles avec cette
approche en fonction des paramétres que les expérimentateurs souhaitent étudier
(Sakmann & Neher 1984).

3. Enregistrements en configuration «cellule attachée»

Cette configuration consiste a l'aide d’'un micromanipulateur a poser une
microélectrode de verre d’'un diametre de pointe de I'ordre du pm sur la membrane
du neurone, afin d’établir un contact mécanique et électrique fort entre les parois de
I'électrode et la membrane appelé « giga-seal ». Il est nécessaire d’'appliquer une
pression positive a la pipette afin d'éviter qu’'elle ne se bouche par des débris
cellulaires lors de la descente. Les enregistrements en «cellule attachée» ont été
faits exclusivement en voltage imposé en fixant le potentiel de membrane a -60 mV.
Nous avons utilisé cette configuration pour réaliser des enregistrements de longue
durée (> 20 minutes) en continu afin de déterminer la variabilité de la décharge des
neurones du GP au cours du temps (Deister et al 2013). La configuration « cellule
attachée » permet d’enregistrer I'activité électrique extracellulaire des neurones sans

perturber le milieu intracellulaire.
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4. Enregistrements en configuration «cellule entiere»
Les propriétés de décharge des neurones sont le plus souvent étudiées en
configuration « cellule entiere». Pour atteindre cette configuration, aprés I'obtention
du « giga-seal » on casse le bout de membrane sous I'électrode afin d’accéder au
milieu intracellulaire. Le potentiel de membrane du neurone peut alors étre enregistré
et manipulé grace a linjection de courants a travers ['électrode: ce mode
d’enregistrement est appelé « courant-imposé ». La plupart de nos expériences ont
été réalisées en courant-imposé. L’inconvénient de la configuration «cellule entiére»
est la dialyse du milieu intracellulaire des neurones, qui peut perturber les processus
enzymatiques et affecter l'activité de décharge. Cet inconvénient devient un

avantage pour faire diffuser de la biocytine dans les neurones.

5. Le patch perforé

La technique du patch perforé constitue une alternative a la configuration
«cellule entiere», elle permet d’enregistrer sans dialyser et donc sans modifier le
milieu intracellulaire du neurone et ainsi dobtenir des enregistrements
électrophysiologiques de meilleure qualité. Cette méthode mise au point par Horn et
Marty (1988) (Horn & Marty 1988) utilise les propriétés des antibiotiques pour former
des pores dans les membranes lipidiques perméables uniquement aux ions
monovalents et aux molécules d’un diamétre inférieur a 10 A. L’antibiotique que nous
avons utilisé est la gramicidine, qui a pour particularité de ne laisser passer que les
cations monovalents. La gramicidine est mélangée avec la solution intracellulaire a
une concentration finale de 15-20 pg/mL. Une fois la configuration cellule-attachée
obtenue, la gramicidine va perméabiliser le morceau de membrane qui se trouve
sous la pipette et, progressivement, produire un acces électrique a l'espace
intracellulaire. Une fois la phase de perforation stabilisée, ce qui prend entre 30 et 45
minutes, il est alors possible d’enregistrer I'activité de décharge des neurones sans
perturber le milieu cytoplasmique. Néanmoins, cette technique reste difficile a utiliser
car le risque de passer au cours de l'expérience dans la configuration « cellule
entiere » n’est pas négligeable, et si le morceau de membrane se rompt sous l'effet
de lantibiotique, celui-ci diffuse alors liborement dans la cellule et perméabilise
'ensemble des membranes cellulaires. Ce changement brutal de configuration se

traduit par un saut du potentiel de membrane de quelgues mV dans nos conditions
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accompagné par une augmentation instantanée de I'amplitude des potentiels
d’action. L’enregistrement est donc aussitot arrété.

Le patch perforé a pour inconvénient de produire des résistances série élevées. Pour
les expériences de potentiel imposé, nous avons préféré la configuration «cellule
entiere» au patch perforé afin d’obtenir les résistances série les plus faibles possibles

et ainsi préserver les cinétiques des courants ioniques.

6. Préparation des électrodes de patch-clamp

Les enregistrements de patch-clamp sont réalisés avec des pipettes de
borosilicate préparées grace a une étireuse horizontale (P-97 ; Sutter Instruments,
Novato, CA). Une fois remplie avec la solution intracellulaire de KMeSO4, les
pipettes ont une résistance comprise entre 4 et 6 MQ. Pour les enregistrements
électrophysiologiques en patch perforé, nous avons utilisé des pipettes sans filament
(GC150-10 ; Warner Instruments, Hamden, CT) afin de retarder le mélange de la
solution intracellulaire contenant la gramicidine avec la solution sans l'antibiotique
présente a la pointe de I'électrode. Pour tous les autres enregistrements, nous avons
utilisé du verre avec filament pour faciliter le remplissage de I'électrode avec la
solution intracellulaire (GC150F-10 ou GC150-10 ; Warner Instruments, Hamden,
CT).

7. Injection de biocytine pour I'identification
immunocytochimique du neurone enregistré

Pour I'ensemble des expériences, nous avons injecté de la biocytine dans les

neurones afin d’identifier leur nature neurochimique par post-immunohistochimie.
Cette injection a été réalisée pour tous les neurones en configuration « cellule
entiére ». Ainsi, la biocytine (0.25-1%) directement supplémentée au milieu intra-
pipette diffuse dans toute [larborisation du neurone pendant la durée de
'enregistrement.
Nous avons donc, lors de nos expériences de « cellule attachée » et de « patch
perforé », dU re-patcher nos neurones a l'aide d’une nouvelle électrode remplie de
biocytine. Nous avons développé cette approche pour plusieurs raisons: i) la
biocytine est une molécule trop grosse pour passer a travers les pores formés par la
gramicidine en « patch perforé », ii) il est tres difficile de rompre la membrane sous la
pipette aprés un certain temps d’enregistrement en « patch perforé » et en « cellule
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attachée », iii) passer en configuration «cellule entiére» directement avec I'électrode
contenant de la gramicidine provoquerait la perméabilisation par I'intérieur de toute la

membrane plasmique et la mort du neurone.

8. Avantages et limites de la technique de patch-clamp et des
tranches

Le patch-clamp est une technique qui s’est avérée trés utile depuis 35 ans
mais elle présente certaines limites, comme toute technique utilisée en biologie.
Dans notre étude, son apport majeur est de nous permettre de définir les propriétés
intrinséques des neurones en bloquant les transmissions glutamatergiques et
GABAergiques majeures. Son premier avantage est l'utilisation d’'une tranche de
cerveau qui nous permet de pouvoir observer avec précision les neurones a
enregistrer. De plus, la tranche permet de choisir les éléments d’'un réseau que I'on
veut préserver ou non dans la tranche. En effet, de nombreuses structures
interagissent entre elles et I'étude d’'une communication in vivo peut étre biaisée par
la mise en jeu de nombreuses boucles. Le patch-clamp permet donc d’étudier des
communications neuronales dans le détail, alors que les méthodes in vivo permettent
d’avoir des informations sur les interactions de réseau. En revanche, la sélectivité
des communications en tranche fait que l'on peut passer a c6té de certains
meécanismes justement parce que le réseau n’est pas intact. De plus, certains
neurones ont leur axone ou leurs dendrites coupés par I'axe de coupe, ce qui peut
changer leur physiologie. La coupe du cerveau en tranches induit également la
libération de facteurs inflammatoires par les neurones et les cellules gliales qui
peuvent affecter les mécanismes étudiés. Le deuxieme point concerne le patch-
clamp en lui-méme. D’un c6té, la configuration «cellule entiere» est tres pratique car
elle permet d’enregistrer des courants trés faibles (jusqu'a 1 pA). Il est également
possible de tester certaines hypotheses en changeant les concentrations ioniques ou
en ajoutant des agents pharmacologiques. D’'un autre c6té, les milieux intra- et
extracellulaires ne sont pas exactement identigues aux milieux réels, ce qui peut
affecter la physiologie des neurones. Par exemple, certains processus de
phosphorylation peuvent étre inhibés par I'envahissement de la cellule par le milieu
intracellulaire artificiel. Pour éviter cela, notre alternative est la technique du patch

perforé.
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9. Pharmacologie

Tous les enregistrements électrophysiologiques ont été réalisés en présence
de CGP 55845 (1 uM, (25)-3-[[(1S)-1-(3,4-Dichlorophenyl)ethyllamino-2-
hydroxypropyl](phenylmethyl) phosphinic acid hydrochloride), d’APV (50 uM, D-(-)-2-
Amino-5-phosphonopentanoic acid), de DNQX (20 pM, 6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-
dione) et de GABAzine (SR95531, 20 pM, 6-Imino-3-(4-methoxyphenyl)-1(6H)-p
yridazinebutanoic acid hydrobromide) afin de bloquer respectivement les récepteurs
GABAg, NMDA, AMPA/Kainate et GABAa. L’'ensemble de ces produits a été obtenu
chez Abcam. Pour les expériences de potentiel imposé, de la tétrodotoxine (TTX,
1uM) a aussi été ajoutée dans 'ACSF afin de bloquer les canaux sodiques potentiel-

dépendants (Nay).

10. Acquisition des données et protocoles utilisés
Les signaux électrophysiologiques ont été mesurés grace a un amplificateur
de patch-clamp (Multiclamp 700B, Molecular Devices) connecté a une interface
analogue/digital (Digidata 1320, Molecular Devices). L'acquisition des données

électrophysiologiques a été réalisée avec le logiciel PClamp 9.2.

10.1. Enregistrements en courant imposé.
Pour les expériences en mode courant impose, nous avons utilisé deux types
de protocoles :

- des créneaux de courants hyperpolarisants (entre 0 et -150 pA par
incrément de 10 pA) d’'une durée de 500 ms afin de déterminer la courbe I/V des
neurones.

- des créneaux de courants dépolarisants (0-250 pA, par incrément de 25
pA) d’'une durée de 2 secondes pour rétablir la relation fréquence de décharge en
fonction du courant injecté (courbe f/i).

10.2. Enregistrements en potentiel imposé.

Pour étudier les canaux sodiques persistants (INaP), des rampes de potentiel
entre -70 et -15 mV ont été imposées aux neurones a une vitesse de 11 mV/s afin
d’inactiver les canaux responsables des courants sodiques rapides responsables du
potentiel d’action.
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11. Analyse des données
L'analyse des enregistrements électrophysiologiques a été faite a l'aide des

logiciels Clampfit 9.2 et Origin 7.

11.1. Analyse des paramétres du potentiel d’action

Les caractéristigues du potentiel d’action (PA) ont été mesurées sur les
enregistrements de décharge spontanée des neurones. Le point le plus
hyperpolarisé apres le potentiel d’action (AHP) est mesurée manuellement a 'aide de
Clampfit alors que le seuil de déclenchement du PA (sdPA) est calculé avec la
meéthode du diagramme de phase. Cette méthode permet de déterminer de maniere
fiable et indépendamment de I'expérimentateur le sdPA. Pour obtenir le diagramme
de phase du PA, le potentiel est dérivé (dV/dt) et représenté en fonction du potentiel
(V) (voir Figure 25 Aii-Cii), cette représentation permet facilement d’identifier les
différentes phases du PA tel que I'AHP et I'overshoot qui correspondent aux points
ou la vitesse est nulle. Le sdPA correspond lui, au point ou la vitesse de
dépolarisation du potentiel commence a augmenter et plus précisément au moment
ou l'accélération est la plus forte. Ainsi pour définir le sdPA, nous utilisons la dérivée

seconde du potentiel.

11.2. Mesure de I'adaptation a la décharge des neurones du GP
En plus de la courbe f/i, nous avons analysé deux autres parametres lors des
injections de créneaux dépolarisants, I'index de bouffée qui correspond au ratio entre
la frequence instantanée entre les deux premiers PA (f2/f1) et I'index d’adaptation qui
correspond au ratio entre la fréquence instantanée entre le dernier et le premier PA
(fn/fl). Cette analyse a été utilisée au niveau du cortex pour différencier différents
types cellulaires (Christophe et al 2005 , Shepherd 2013).

11.3. Mesure du sag et correction des valeurs de potentiel en
patch perforé
Les neurones du GP expriment des canaux HCN (hyperpolarization-activated
Cationic Non-specific channels) qui sont activés par des créneaux hyperpolarisants
et dont [louverture entraine une dépolarisation qui vient s'opposer a
I'hyperpolarisation produite par linjection de courant négatif. La difféerence de
potentiel entre le début (Vpic) et la fin (Vstable) du créneau hyperpolarisant qui est

41



appelée « sag » permet de mesurer de maniére indirecte I'activation de ces canaux.
La résistance série est élevée en patch perforé (de I'ordre de 40 a 100 MQ), ce qui
induit une erreur de lecture du potentiel de membrane du neurone lors de l'injection
de courant. Nous avons donc corrigé les potentiels mesurés en mesurant la
résistance seérie (Rs) du neurone et en corrigeant le potentiel par la valeur obtenue
en multipliant Rs par le courant injecté (Vcorrigé = Vmesuré — (Rs x Courant
injecté)). L’ensemble des potentiels mesurés lors d’injection de courant a donc été

corrigé pour la mesure du sag.

11.4. Analyse du rebond post-inhibiteur

Le rebond post-inhibiteur correspond a une décharge de potentiels d’action, le
plus souvent a haute fréquence, qui se développe a la fin d'un créneau
hyperpolarisant et qui met en jeu des canaux calciques a bas seuil de la famille
CaVv3. Si la frequence de décharge du neurone apres I'hyperpolarisation est
supérieure a la fréguence basale moyenne de ce neurone plus 3 fois I'erreur
standard a la moyenne, nous avons considéré gue le neurone possede un rebond-
post-inhibiteur. De plus, nous avons analysé plusieurs parametres comme la
frequence maximale de décharge et la frequence moyenne du rebond, sa durée ainsi
gue le temps de latence du premier PA déclenché aprés la fin de créneau

hyperpolarisant.

11.5. Analyse des courants sodiques persistants
Pour activer les courants INaP, nous avons effectué des rampes de potentiel
dépolarisantes en potentiel imposé en absence et en présence de TTX. Le courant
INaP est obtenu en soustrayant du courant en condition contrdle le courant mesuré
en présence de TTX. Nous avons ensuite transformé ce courant en conductance (g)
en utilisant la formule g=i/(Vm-Vna). Cette courbe a été ajustée avec une fonction de
Boltzman (y= A2 + (A1-A2) / (1+ eV} afin d’obtenir le potentiel auquel 50% des

canaux sont activés (Vi,).

12. Analyses statistiques
L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel Prism. La taille de nos
échantillons étant le plus souvent trop faible pour déterminer si la répartition des
données suit une loi normale, nous avons utilisé des tests non-paramétriques. Pour
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les données appariées, nous avons utilisé le test de Wilcoxson et pour les données
non appariées, celui de Mann-Whitney. Pour les comparaisons entre trois groupes,
nous avons utilisé le test de Kruskal-Wallis avec une procédure post-hoc de Dunn.
Les données ont été considérées comme significativement différentes pour des
valeurs de p inférieures a 0,05. Tous les résultats dans les figures sont présentés

sous la forme de la valeur moyenne + SEM (erreur standard a la moyenne).

II. Histologie

A. Marquages immunohistochimiques

27 rats males de souche Sprague Dawley, agés de 30 a 35 jours ont été
profondément anesthésiés par de l'uréthane 20%. L'oreillette droite est incisée puis
une aiguille placée dans le ventricule gauche permet de perfuser les animaux, tout
d’abord au moyen de 100 mL d'un tampon phosphate (PBS ; 0.1M, pH=7.4) puis
avec 200 mL d’une solution fixatrice de paraformaldéhyde (PFA) a 4% dans du PBS
avec une vitesse de perfusion constante de 15 mL/min afin d’évacuer tout le sang au
niveau du cerveau et de fixer le tissu cérébral. Les animaux sont ensuite décapités,
leur cerveau rapidement prélevé et post-fixé par immersion dans du PFA 4% et
stocké a 4°C pendant la nuit. Les cerveaux sont ensuite placés durant 24 heures
dans une solution de PBS-sucrose 20% afin de cryo-protéger le cerveau en vue de
la congélation. Celle-ci s’effectue lorsque le cerveau est completement imbibé de
sucrose en le plongeant dans de l'isopentane préalablement refroidie a -45°C. Le
cerveau est ensuite conservé a -80°C jusqu’au moment de la coupe. Des coupes de
50 um d’épaisseur contenant le GP sont réalisées a -19°C selon le plan frontal au
cryostat (Leica, CM3000) et sont conservées dans une solution protectrice de PBS-
azide (0.2% de sodium azide) a 4°C, afin de les protéger de toute infection fongique
en attendant d’effectuer les différentes immunohistochimies.
Apres un lavage de 5 minutes dans du PBS, les coupes sont placées deux heures
dans une solution de saturation/perméabilisation PBS-BSA (bovin serum albumin)
1% - Triton 0.3%. Le Triton permet de perméabiliser les membranes cellulaires pour
permettre la pénétration des anticorps et la BSA de saturer les sites de fixation non
spécifiques. Pour les immunohistochimies visant a détecter la préproenképhaline
(PPE), une étape de démasquage antigénique est réalisée. Celle-ci consiste a

chauffer les coupes a 80°C pendant 3 heures au bain-marie dans une solution de
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PBS-citrate-NaOH (10mM, pH=6) (Jiao et al 1999). Ce traitement permet aussi de
dégrader la PPE présente dans les terminaisons neuronales striatales afin d’obtenir
un marquage des corps cellulaires du GP uniguement. Les coupes sont ensuite
lavées 3 fois 5 minutes dans du PBS avant d’étre incubées une nuit a température
ambiante en présence d'une combinaison de 2 ou 3 anticorps primaires parmi
lesquels : I'anti-PPE (PENK, LSBio, LS-C23084, lapin ; dilution 1/5000°) et I'anti-PV
(Parvalbumine ; Synaptics system, 195004, cochon d’Inde, d=1/1000°) et I'anticorps
de souris anti-NeuN (Neuron nuclei ; millipore, MAB377d=1/500°), I'anticorps de
chévre anti-FoxP2 (Forkhead Box 2 Protein ; Santa Cruz ; d=1/200°), I'anticorps de
lapin anti-Nkx2.1 (anti-TTF-1 ; Santa Cruz ; d = 1/500°) dilués dans du PBS-BSA 1%-
Triton 0.3%, pendant 1 nuit. Les coupes sont ensuite lavées 6 fois 5 minutes dans du
PBS, avant d’étre incubées 3 heures avec les anticorps secondaires dilués au 1/500°
couplés a differents fluorophores (Alexa-488 ; Alexa-568; Alexa-649). Enfin les
coupes sont lavées 6 fois 5 minutes puis sont montées sur des lames gélatinées,
sous lamelle avec un milieu de montage préservant la fluorescence (H-1000

Vectashield ; Vector laboratories).

1. Acquisitions d’'images

Les acquisitions des images ont été réalisées a la plateforme du Bordeaux
Imaging Center (BIC) sur un microscope confocal SP8 sur un support droit DM6000
(Leica Microsystems) avec un objectif x40 a huile (HC plan Apo CS2 huile 40X NA
1.30). Ce microscope est équipé d'un laser a lumiére blanche (WLL2) permettant une
excitation a travers un large spectre de 470 a 670 nm (pas de 1 nm). L'analyse a été
faite soit avec un scanner classique (10 Hz a 1800 Hz) ou un scanner a résonance
(8000 Hz). Afin de limiter le bruit de fond, chaque image a été obtenue par un
moyennage de 3 (Leica LAS Lite). Les images sont ensuite retravaillées avec le
logiciel Image J (NIH).

2. Quantification du marquage immunohistochimique
L’analyse quantitative du nombre de neurones PV, FoxP2, PPE, Nkx2.1 ou
NeuN positifs a été réalisée a I'aide du logiciel de traitement d'images Image J sur
des acquisitions d’'images réalisées avec un microscope équipé d’'un spinning-disk
(Leica, DMI 6000) couplé a une caméra et contrélé par le logiciel Metamorph. C'est
un microscope confocal disposant d’une roue criblée de trous (ou « pinholes ») et
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‘Rostral’ ‘Central ‘Caudal’
Bregma -0.6 mm Bregma -1.0 mm Bregma -1.4 mm

Figure 16 : Coupes coronales d’atlas de rat.

Ces coupe indiquent les différents plans utilisés sur I'axe rostro-caudal pour les comptages
neuronaux. Les repéres utilisés pour définir les bords du GP sont la capsule interne (ic), la
commissure antérieure (acp) et la ligne entre le bas du GP et le fornix (fr).



tournant a 5000 tours/minute, par laguelle passent les ondes lumineuses afférentes
et efférentes a I'échantillon observé. Ceci permet d'éviter tout blanchiment de
I'échantillon et d’observer une surface importante en un temps plus court gu’avec un
microscope confocal classique. Nous avons réalisé des acquisitions en mosaique 3D
en prenant des champs de pixels. Chaque champ de pixel est effectué sur 18 a 20
stacks espacé de 1 um. Ensuite les champs de pixel sont assemblés les uns aux
autres dans les 3 plans x, y et z afin d’obtenir une image représentant l'intégralité du
GP. Cette reconstruction en mosaique 3D s’effectue en utilisant le programme Macro
issu du logiciel Metamorph.

Le comptage des neurones PV, PPE, FoxP2, Nkx2.1 ou NeuN positifs est effectué
manuellement a l'aide du logiciel Image J en utilisant la fonction « cell counter ». Le
comptage neuronal et la co-localisation entre les marqueurs neuronaux du GP a été
effectué par 2 ou 3 expérimentateurs différents. Les résultats obtenus ont été
moyennés. Nous avons compté dans une épaisseur de 10 um la colocalisation des
doubles marquages. Afin d’estimer le nombre de neurones exprimant un marqueur
donné, nous avons compté le nombre de neurones marqués soit uniquement par
'anti-NeuN et ceux doublement marqués NeuN/autre marqueur. L’addition de ces
deux chiffres nous donnant le nombre total de neurones par coupes du GP, nous
avons pu déterminer la proportion de chacun des marqueurs étudiés. La méme
procédure a été suivie pour l'analyse de la colocalisation entre chacun des
marqueurs neuronaux. Ce comptage a é€té realisé apres des doubles
immunohistochimies sur 3 coupes différentes dans I'axe rostro-caudal afin de nous
affranchir d’'une possible distribution hétérogéne des populations neuronales au sein

de ce noyau (Figure 16).

3. Immunohistochimie post électrophysiologie
La réalisation d'une immunohistochimie aprés les enregistrements
électrophysiologiques nécessite une procédure particuliere afin d’optimiser la
détection des marqueurs d’intéréts. Cette procédure qui consiste principalement a
resectionner les tranches de 350 um en coupes plus fines est détaillée ci-dessous.
Apres diffusion de la biocytine dans les neurones a la fin de chaque expérience
d’électrophysiologie, les tranches de 350 pm d'épaisseur sont fixées dans une
solution de paraformaldehyde 4% dans un tampon phosphate, PBS 0.1 M., puis

conservées dans cette méme solution pendant une nuit a 4°C. Les tranches fixées
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sont ensuite immergées dans une solution de sucrose a 20 % pendant une nuit a
4°C. Chaque tranche est ensuite placée sur une lame non gélatinée, recouverte de
tissu-teck (Freeze Gel, path) plongée dans de I'isopentane refroidi a -45°C et enfin
placée dans un congélateur pendant au moins 2 heures a -80°C pour une
conservation optimale. Chaque tranche est recoupée en coupes fines de 50 um
d’épaisseur au cryostat afin de permettre une meilleur pénétration des anticorps.

Les coupes (5 ou 6 par tranches) sont récoltées dans du tampon phosphate (PBS
0.1 M).

Les tranches de 50 pum sont lavées (2 x 5 min) dans du PBS 0.1 M, puis dans une
solution d’eau oxygéné H,O, dilué a 3% dans du PBS 0.1M durant 15 min, afin
d’inhiber les peroxydases endogénes. Les tranches sont a nouveau lavées au PBS-
Triton 0.3% durant 10 minutes (2 x 5min) avant d’étre immergées dans du PBS-
Triton 0.3%-Blocking reagent 0,5% (Individual fluorescein tyramide reagent Pack,
PerkinElmer) durant 30 minutes afin de saturer les sites aspécifiques et de
perméabiliser la membrane pour faciliter la pénétration des anticorps. Apres cette
étape, les tranches sont incubées toute la nuit a température ambiante avec les
anticorps primaires anti-PV (Synaptic System, cochon d’Inde, d=1/10000e) et anti-
FoxP2 (chévre, d=1/200e) et de la Streptavidine 568 (d=1/500°) (ligand a trés haute
affinité de la biocytine) afin de révéler respectivement PV, FoxP2 et la biocytine.

Les coupes sont lavées dans du PBS-Triton 0.3%-Blocking reagent 0,5% (6 x 5min),
puis elles sont ensuite incubées pendant une heure dans du PBS-Triton 0.3%-
Blocking reagent 0,5% avec les anticorps secondaires, anti-cochon d’Inde HRP
(d=1/1000°) et lanti-chévre Alexa 649 (d=1/500°). Les tranches subissent de
nouveau un ringage au PBS-Triton 0.3% (6 x 5min). A la fin du rincage, elles sont
incubées avec de la tyramide fluorescéine (d=1/100° dans une solution de diluent
amplificateur) pendant 7 minutes. Enfin, elles sont de nouveau rincées pendant 30
min (6 x 5min), pour étre montées sur des lames gélatinées dans du vectashield puis

recouvertes par une fine lamelle.

4, Stéréotaxie
Plusieurs de nos expériences ont nécessité des injections intracérébrales de
vecteurs viraux chez le rat ou la souris. Ici, nous allons décrire brievement la
procédure de chirurgie stéréotaxique que nous avons utilisée. Les animaux ont été

anesthésiés par une injection intrapéritonéale (4 mL/kg) d'un mélange de kétamine
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(75 mg/Kg) xylazine (10 mg/Kg). L’animal est ensuite fixé sur un appareil
stéréotaxique (Kopf) par deux barres d'oreilles et une barre de méachoire. Les yeux
de I'animal sont protégés de la lumiére et de la déshydratation par un gel protecteur
oculaire (Ocryl-gel) ainsi que par un morceau de papier placé entre le museau et la
barre de maintien vertical de la téte. Le crane est mis a nu puis séché afin de
distinguer les reperes anatomiques a la surface du crane : bregma et lambda. Le
crane est positionné pour qu’il soit le plus horizontal possible et que le bregma et le
lambda soient en position identique sur I'axe de la profondeur. La peau du crane est
désinfectée par badigeonnage avec une solution antiseptique (Bétadine Dermique
10%), puis injectée intradermiquement d’'une solution de lurocaine afin de ne faire
ressentir aucune douleur a I'animal. Le crane de I'animal est ensuite trépané afin de
faire descendre la pipette d’injection dans le cerveau de l'animal selon les
coordonnées steréotaxiques définies en fonction de I'expérience a réaliser. Les
injections de vecteurs viraux ont été réalisées bilatéralement a I'aide d’'une seringue
de 2 mL en exergant une pression positive. La micropipette d’injection est laissée en
place pendant 5 min avant d’étre remontée, afin de laisser le temps au virus de bien
diffuser dans le tissu. Une fois les injections terminées, la peau est suturée puis
désinfectée a la Bétadine dermique 10%. L'animal est ensuite laissé en observation

dans la cage au-dessus d’une source de chaleur jusqu’a son réveil.

5. Tracage rétrograde

Afin d’analyser la connectivité axonale des différents sous-types neuronaux du
GP, nous avons utilisé une stratégie de tracage rétrograde avec un vecteur viral
permettant I'expression de la « green fluorescent protein », GFP (pLV-NMD-GFP). Le
vecteur en question est un lentivirus pseudotypé qui est modifie avec une
glycoprotéine du virus de la rage ce qui lui confere la propriété d’étre capté au niveau
des terminaisons synaptiques et transporté de maniére rétrograde dans les neurones
(Kato et al 2007). Les neurones projetant sur la structure d’intérét peuvent ainsi étre
identifiés par la détection de la GFP. Nous avons procédé a des injections
stéréotaxiques bilatérales de vecteur viral chez 6 rats adultes (300g), 3 au niveau du
striatum et 3 au niveau du NST. Pour le striatum, 1 puL de vecteur a été injecté a deux
profondeurs différentes (coordonnées (en mm) : Antéro-postérieur (AP) = + 0,8;
Latéralité (L) = + 2,6 ; Profondeur (P) = 3,4 et 4,2 ; volume : 0,5 pL/site) a I'aide d’'un
seringue connectée a une micropipette de verre et a une vitesse de 0,5 yuL/min. Pour
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le NST, 0.2 pL de vecteur ont été injectés a un seul point (coordonnées (en mm) : AP
=-3;L=+225; P =6,5 et 68). Deux a trois semaines aprées la chirurgie, temps
nécessaire a une transfection optimale, les animaux ont été a nouveau anesthésiés,
puis perfusés intracardiguement par 100 mL de PBS, puis 100 mL de PAF a 4%, et
leurs cerveaux récupérés, cryoprotéges et coupés en section de 50 um au cryostat
pour procéder a la détection en immunohistochimie de la GFP, de la PV et de FoxP2

comme décrit précédemment.

6. Souris transgéniques et recombinaison Cre-Lox

Au cours de mon doctorat, j'ai utilisé une lignée de souris transgénique afin de
manipuler I'activité électrophysiologique d’'une sous-population de neurones du GP,
celle exprimant la parvalbumine. Cette lignée, appelée PV-Ai9 a été obtenue par le
croisement entre la lignée PV-ires-Cre et la lignée Ai9 (Madisen et al 2010) que nous
avons achetée au Jackson Labs aux Etats-Unis. Pour la lignée PV-ires-Cre une
recombinase bactérienne (Cre) est exprimée de maniere spécifigue dans les
neurones exprimant la parvalbumine. La lignée Ai9 est une lignée reportrice, c'est-a-
dire que I'ensemble des cellules de la souris posséde le géne de la protéine double-
tomato (dt) flanquée de deux sites LoxP. Ainsi I'expression de la dt est conditionnée
a la présence de la Cre dans les neurones.
La protéine Cre est une recombinase, identifiee chez le bactériophage P1. Elle agit
lorsqu’elle reconnait, dans un segment d’ADN, une séquence de 34 paires de bases,
appelée loxP (Kilby et al 1993). Lorsque deux sites loxP sont orientés dans le sens
contraire, la Cre recombinase induit la délétion et la rotation dans le bons sens de la
séquence d’ADN située entre les deux sites loxP permettant ainsi son expression.
L'utilisation du systeme Cre /loxP permet d’obtenir des expressions conditionnelles
chez I'animal en cours de développement et chez I'adulte (Gu et al 1994). Le principe
est de développer dans un premier temps des souris porteuses d’'un alléle dans
lequel deux sites loxP encadrent une partie d’intérét du géne d’intérét sans pour
autant perturber son fonctionnement. Ces souris sont ensuite croisées avec une
souris transgénique qui exprime la Cre dans un type cellulaire, grace a I'emploi de
séquences régulatrices appropriées. Chez les souris issues de ce croisement, la
recombinase entraine I'excision et la rotation des séquences situées entre les sites

loxP et induit donc une expression conditionnelle dans un type cellulaire donné.
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Effet de la

- Titre Utilisation <
Description Provenance : protéine
(pi/mL) -
activée
AAV2/1.EFla.DIO- University of | 1,54E13 In vitro activation
ChR2(H134R)-EYFP Pennsylvania core facility
AAV2/1.EFl1a.DIO.eNpHR- | University of | 2,46E13 In vitro inhibition
EYFP.WPRE.hGH Pennsylvania core facility
University  of North 5E12
AAV-FLEX-ArchT-GFP Carolina In vivo inhibition
core facility
AAV-EF1a-DIO- University of - North | 5 4e5 | -
Carolina In vivo activation

hChR2(H134R)-EYFP

core facility

Tableau 3 : Vecteurs viraux utilisés pour nos expériences d’optogénétique.




Nous avons utilisé la lignée PV-Ai9 pour visualiser in vitro les neurones PV du GP
par détection de la dt en épifluorescence, mais aussi pour manipuler I'activité de ces
derniers avec I'approche optogénétique en utilisant des vecteurs viraux utilisant le

systeme conditionnel d’expression Cre-lox.

7. Optogénétique
7.1. Généralités

Le terme optogénétique fait référence aux outils génétiques utilisant la lumiere
pour contrbler I'activité neuronale. Contrdler I'activité d’une population bien définie de
neurones, sans activer les autres cellules nerveuses adjacentes dans le tissu était
auparavant difficile, voire impossible. La lumiere peut étre utilisée pour contréler le
vivant, cette méthode, trés simple et peu agressive, est surtout utilisée chez I'animal
comme une sorte d'alternative a la stimulation par les électrodes. Une électrode de
stimulation électrique produit un champ qui a un effet sur toutes les cellules
indépendamment de leur type. De plus, elles produisent des artéfacts de stimulations
qui peuvent souvent géner lanalyse des signaux enregistrés. Les outils
optogénétiques peuvent étre des canaux membranaires photoactivables similaires a
ceux que l'on retrouve dans les cellules de la rétine (cones et batonnets) tout au fond
de la cavité oculaire ou bien des pompes ioniqgues modifiées de sorte que leur
activité puisse étre induite ou inhibée par un stimulus lumineux. Plusieurs stratégies
ont été mises de I'avant pour contrdler I'activité électrique des neurones a l'aide de
stimuli lumineux. Karl Deisseroth a proposé [lintroduction de la protéine
Channelrhodopsin-2 (ChR2) dans la membrane neuronale, un canal perméable aux
cations provenant d'une algue, afin de dépolariser les neurones et les activer
(Boyden et al 2005). Tout I'appareillage nécessaire a l'activation de la cellule est
contenu dans une seule protéine (nécessitant un seul gene) rendant cette approche
simple et universelle. De plus, la précision temporelle de ChR2 rapportée par le
groupe de Deisseroth, offre la possibilité de contrbler la génération de potentiel
d’action de maniére fiable. Cette découverte a été le catalyseur d’'une série de
publications qui a donné un essor au domaine de l'optogénétique. Aujourd’hui,
plusieurs versions de canaux ou pompes photosensibles permettant I'activation ou
l'inhibition d’'une cellule sont disponibles ou en voie de I'étre (cf. tableau 3 listant des

principaux outils de contréle optique utilisés dans nos expeériences).
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L'apport majeur de l'optogénétique est d’établir des relations de causalité entre
l'activité électrique de populations neuronales spécifiques et I'activité d’'un réseau de

neurones ou un comportement.

7.2. Optogénétique in vitro

Dans un premier temps, nous avons souhaité valider in vitro les vecteurs
viraux permettant I'expression des opsines uniquement dans la population du GP
exprimant la PV. Pour cette étape, nous avons procédé a des injections
stéréotaxiques de virus adeno-associés (AAV) permettant 'expression conditionnelle
d'un transgéne en utlisant le systeme de recombinaison Cre-Lox décrit
préecédemment en utilisant la lignée de souris PV-AI9. Les transgénes que nous
avons utilisés sont la channelrhodopsine (ChR2, un canal cationique photoactivable
a 480 nm) soit I'halorhodopsine (NpHR, une pompe a CI- photoactivable a 584 nm).
Ainsi, ChR2 ou NpHR sont exprimés sélectivement a la membrane des neurones PV-
positifs du GP. Nous pouvons donc controler leur activité in vitro. La procédure
chirurgicale est identique a celle décrite précédemment a I'exception de certains
points qui sont décrits ci-aprés. Les souris de la lignée PV-Ai9 ont été anesthésiées
par inhalation d’isoflurane durant toute la chirurgie. L'injection du virus dans le GP
s’est faite via une seringue Hamilton en utilisant un pousse-seringue électrique. Deux
injections de 200 nL dans chaque hémisphére ont été réalisées selon les
coordonnées stéréotaxiques suivantes en mm par rapport au bregma selon I'atlas de
Paxinos et Watson : AP = +0.5; L = +/- 2; P = -4.3 et -4.6. Nous avons procédé aux
enregistrements électrophysiologiques in vitro trois semaines apres linjection
stéréotaxique des vecteurs d’expression viraux chez des souris agées de 6 a 8
semaines.
La source lumineuse que nous avons utilisée est un laser (Erroll, prototype) connecté
a une fibre optique (Jenoptec, 50um de diametre). La puissance en bout de fibre

optique est de 80 mW/cm? & 473 nm et de 30 mW/cm? & 561 nm.

7.3. Optogénétique in vivo
Nos expériences d’optogénétique in vivo ont été réalisées en collaboration
avec I'équipe du Dr C. Herry du Neurocentre Magendie (Unité INSERM U862). Pour
ces expériences, nous avons utilisé la lignée PV-ires-Cre (Hippenmeyer et al 2005)

agées de 8 semaines au moment de l'intervention chirurgicale. Deux chirurgies
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stéréotaxiques ont été nécessaires pour ces experiences. La premiére pour injecter
les vecteurs viraux AAV-ChR2 et AAV-ArchT au niveau du GP selon les
coordonnées suivantes par rapport au bregma: AP=+0.5; L= +/- 2; P= -3.5
(injections bilatérales, volume 0.3 puL/hémisphere), et la seconde 15 jours aprés la
premiere chirurgie pour implanter les fibres optiques aux mémes coordonnées
(diametre : 200 um, ouverture numérique : 0.37, Doric Lenses). Pour I'implantation
des optrodes, 4 petits trous sont percés pour installer de petites vis qui serviront a les
maintenir solidement en place. Du ciment dentaire est appliqué autour des optrodes

et des vis pour les consolider.

8. Comportement

Deux semaines aprés la chirurgie de I'implantation des optrodes, les animaux
sont habitués a étre maintenus en contention dans la main de I'expérimentateur 2
fois par jour. Cette habituation se déroule quelques jours avant la phase
d’expérimentation pendant laguelle les animaux sont placés dans un openfield afin
de vérifier leur locomotion lors de la modulation de I'activité des neurones PV du GP
par stimulation lumineuse. Le mouvement est évalué grace a un systeme automatisé
de détection par faisceaux infrarouges situé sur le plancher de la boite
d’expérimentation (Coulbourn Instruments). L’intensité de la lumiére est de 20 mW
par fibre implantée. La lumiere est émise par un laser (OptoDuet 473/593 nm,
Ikecool) et est transmise jusqu’a la souris par deux cordons de raccordements
(diametre, 200 um, Doric Lenses) reliés par un joint tournant sur les optrodes ce qui
permet aux souris de se déplacer librement au sein de 'openfield. Au cours du test
comportemental, les animaux ont été stimulés de maniere bilatérale et unilatérale
avec des impulsions lumineuses d’'une, deux et cinq secondes délivrées en continu.
L’'impact de la stimulation optique sur le comportement de I'animal a ensuite été

analysé par visionnage des vidéos réalisées au cours du test.
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Figure 17 : Estimation de la proportion de neurones du GP exprimant la PV, Nkx2.1,
FoxP2 et la PPE chez le rat.

A-D: Images de marquages immunofluorescents de la PV, Nkx2.1, FoxP2, ou de la PPE
(cadran de gauche) et du marqueur neuronal NeuN (cadran du milieu). Superposition des
marquages (cadran de droite). E: Proportion (en %) du nombre total de neurones du GP (tiré
du nombre de noyaux marqués par NeuN exprimant chacun de ces quatre marqueurs).

Chaque point noir représente les comptages obtenus pour un animal.
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Figure 18 : Répartition des neurones du GP selon I’axe rostro-caudal.
A-D : distribution des différentes populations neuronales FoxP2-positive (A), PV-positive (B),
Nkx2.1-positive (C) et PPE-positive (D) dans le GP montre qu'il n’'y a pas de localisation

particuliere.



Résultats

L. Classification neurochimique au sein du Globus Pallidus

Il est admis depuis longtemps que les neurones du GP expriment la PV et la
PPE (Hoover & Marshall 1999 , Hoover & Marshall 2002). Plus récemment, il a aussi
été démontré que des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation et la
migration neuronale sont aussi exprimés dans le GP (Nobrega-Pereira et al 2010),
suggérant I'identification de plusieurs sous-populations au niveau de cette structure.
Nous avons procédé a une réveélation immunohistochimique de divers marqueurs afin

d’établir une classification des principaux types cellulaires.

A. Identification des principales populations neuronales par

immunohistochimie

Nous avons utilisé deux marqueurs cytosoliques connus pour étre présents
dans les neurones du GP, la PV et la PPE ainsi que deux facteurs de transcription
nucléaires, Nkx2.1 et FoxP2. Afin d’estimer le nombre de neurones du GP exprimant
ces marqueurs, nous avons realisé des combinaisons de doubles
immunohistochimies entre le marqueur NeuN (protéine nucléaire spécifique des
neurones), qui permet d’obtenir le nombre total de neurones par coupe, et 'une des
guatre protéines d’intérét (PV, Nkx2.1, FoxP2 et PPE ; Figure 17A-D). La distribution
de ces protéines pouvant étre topographiqguement organisée, nous avons realisé nos
marquages immunohistochimiques a trois différents niveaux du GP sur I'axe rostro-
caudal (cf. matériel et méthodes, 1I-2-2). L'analyse a cette échelle macroscopique de
la distribution des différentes protéines dans le GP n’a pas montré de distribution
particuliere (Figure 18). Pour chacune de nos immunohistochimies, nous avons
obtenu deux groupes de neurones, soit uniqguement positifs pour NeuN soit
doublement marqués (NeuN/marqueur d’intérét) que nous avons comptés afin
d’obtenir la proportion de neurones positifs pour la PV, Nkx2.1, FoxP2 et la PPE
(Figure 17E). Nous avons trouve que 55,13 + 1,08 % des neurones du GP expriment
la PV, 69,26 + 1,73 % expriment Nkx2.1, 28,27 + 0,97 % expriment FoxP2, et 23,85

+ 4,94 % expriment la PPE. La somme de ces proportions est supérieure a 100% ce
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Figure 19 : Colocalisation préférentielle de certains marqueurs neuronaux dans les
neurones du GP chez le rat.

A-E : Images représentative de différentes combinaisons des marqueurs PV, Nkx2.1, FoxP2
et PPE.
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Figure 20 : Graphique montrant le degré de colocalisation des marqueurs neuronaux.
A-D : Pourcentage de colocalisation entre les différents marqueurs neuronaux testés.
Chaque point noir correspond au pourcentage obtenu sur un animal.

14,15%

Figure 21 : Répartition en pourcentage des 4 principales populations neuronales du
GP.



qui suggere que certains de ces marqueurs sont colocalisés dans les mémes
neurones.

Nous avons donc réalisé des expériences complémentaires de double-
immunohistochimie afin de déterminer la co-localisation entre ces différents
marqueurs (Figure 17). Nous avons trouvé que la quasi-totalité des neurones
immunopositifs pour la PV expriment également le facteur de transcription Nkx2.1
(99,2 £ 0,34 %, Figure 19B et Figure 20A) alors gu’aucun des 2 autres marqueurs
etudiés en l'occurrence FoxP2 et la PPE ne semblent étre exprimés dans les
neurones PV (respectivement 0,48 + 0,078 % et 0,122 %, Figure 19A, C et Figure
20A).

En revanche, nos résultats montrent que 93,47 + 0,45 % des neurones exprimant
FoxP2 sont également immunopositifs pour la PPE (Figure 19E et Figure 20B) mais
gue ce marqueur cellulaire ne colocalise pas avec la PV et Nkx2.1 (0,84 £ 0,109 % et
0,99 + 0,281 %, respectivement, Figure 19A, D et Figure 20B). Il est important de
noter que quasiment tous les neurones qui sont PPE-positifs sont aussi FoxP2
(99,44 + 0,283 % ; Figure 19D) et que environ les 2/3 des neurones Nkx2.1-positifs
expriment aussi la PV (69,26 + 1,73 % ; Figure 20C).

Cette premiere série d'expériences nous a donc permis d’identifier quatre types
neuronaux sur le plan neurochimiques: les populations PV/Nkx2.1 (55,1%) et
FoxP2/PPE (23,85%) représentant les deux principaux sous-types neuronaux du GP
(Figure 21). Les deux autres populations sont caractérisées par la présence de
Nkx2.1 (14,15%) ou la présence de FoxP2 (~4,5% des neurones). Il ressort de cette
caractérisation que I'ensemble des neurones PV expriment Nkx2.1 et que FoxP2
représente un bon marqueur de substitution pour la PPE puisque FoxP2 est retrouvée

dans tous les neurones PPE-positifs.

II. Caractérisation des propriétés électrophysiologiques des
principaux types neuronaux du GP

L’existence d’'une diversité neuronale au niveau des propriétés membranaires
des neurones du GP a été suggérée par plusieurs groupes (Bugaysen et al 2010,
Cooper & Stanford 2000, Nambu & Llinas 1994 ), mais elle est actuellement

vivement débattue (Deister et al 2013, Gunay et al 2008 ). Une des raisons pour
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Figure 22 : Identification immunohistochimique des neurones du GP enregistrés en
patch-clamp.

A: Exemples de neurones révélés par la présence de biocytine (images de gauche) et
marqués soit par la PV (ligne du haut), soit par FoxP2 (ligne du milieu), ou par uniquement la
présence de biocytine (DN : double négatif, ligne du bas). B. Répartition des neurones de
chaque groupe en fonction de la technique électrophysiologique utilisée. PP: patch perforé ;

CA: «cellule attachée» ; PI: potentiel imposé en configuration «cellule entiére».



laquelle ce débat n’est toujours pas tranché aujourd’hui est I'absence de corrélation
entre les données électrophysiologiques et l'identité neurochimique des neurones.
Nous avons donc réalisé des enregistrements électrophysiologiques sur des
tranches fraiches de cerveau de rat au cours desquelles chaque neurone a été
dialysé avec une solution intrapipette contenant de la biocytine. Et nous avons
ensuite déterminé lidentité neurochimique de chacun des neurones par post-
immunohistochimie. Etant Ilimité a [I'observation de trois fluorophores en
immunohistochimie, nous avons choisi de tester la présence de la PV et de FoxP2 en
plus de la révélation de la biocytine, puisque ces deux protéines permettent
I'identification des deux principales populations neuronales du GP. Nous avons donc
classé les neurones que nous avons étudiés en trois groupes suivant leur marqueur
intracellulaire: les neurones positifs pour la biocytine et la PV, ceux positifs pour la
biocytine et FoxP2 et ceux uniquement positifs pour la biocytine (Que nous avons
dénommé double-négatifs, DN) (Figure 22). La figure 22B récapitule la répartition
des neurones de ces trois groupes en fonction du type d’expériences
électrophysiologiques que nous avons réalise.

Tous les résultats présentés ci-apres (Figure 23 a Figure 30) ont donc été obtenus
en deux phases successives: une expeérience d’électrophysiologie suivie d’une

expérience d'immunohistochimie.

A. Caractérisation des propriétés d’excitabilité intrinseques des

neurones du Globus Pallidus

Apres avoir groupé en fonction de leurs marqueurs neuronaux les neurones
gue nous avons enregistrés, nous avons étudié leurs propriétés
électrophysiologiques. Afin de garder intact le milieu intracellulaire des neurones,
nous avons réalisé notre caractérisation électrophysiologique en configuration
« patch perforé » qui est la méthode permettant le moins de perturbation de l'activité
de décharge des neurones. L'ensemble de nos enregistrements
électrophysiologiques a été réalisé en présence d’APV, de DNQX, de GABAzine et
de CGP55845 afin de bloquer respectivement les récepteurs NMDA, AMPA/Kainate,
GABA, et GABAg.
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Figure 23 : Décharge spontanée des neurones du GP chez le rat.

A-C: Exemples d'enregistrements de la décharge spontanée des neurones PV-positifs,
FoxP2-positifs et les doubles négatifs (vert: PV ; Bleu ; FoxP2 ; Gris : DN). D-E : Graphes
illustrant la fréquence de décharge moyenne (D) et la déviation standard des intervalles
interspikes (SD des ISI). E : Graphe de la déviation standard des intervalles interspikes en
fonction de la fréquence de décharge. Neurones PV-positifs, n=12 ; Neurones FoxP2-
positifs, n=14 ; Neurones DN, n=4. Configuration « patch perforé », mode courant imposé et

courant maintenu nul.



Nos résultats portent donc sur I'excitabilité intrinseque des neurones puisque nous
avons inhibé les transmissions glutamatergiques et GABAergiques rapides et la
neuromodulation GABAergique.

1. Activité de décharge spontanée des neurones

Le premier paramétre que nous avons mesuré est la décharge spontanée des
neurones. La comparaison de la fréquence moyenne de décharge spontanée indique
gue les neurones PV déchargent a une fréquence significativement plus élevée que
les neurones du groupe FoxP2 (Fg PV = 23,67 + 5,24 Hz, n=12; Fq FoxP2 =5 *
1,02 Hz, n=14; p<0,05, Test de Dunn; Figure 23 A-C, D) alors qu’il n'y pas de
différence entre ces deux groupes et celui des DN (Fq DN = 13,7 = 3,9 Hz, n=4).
Nous avons aussi testé la régularité de la décharge des trois types neuronaux en
calculant la déviation standard des intervalles interspike (SD des ISI). Nous avons
trouvé que les neurones FoxP2 ont une activité de décharge plus irréguliere que les
neurones PV (PV, SD des ISI = 0,009 £ 0,0027 ; FoxP2, SD des ISl = 0,057 £ 0,016 ;
p<0.05 ; Figure 23E). Si I'on représente la SD des ISI en fonction de la fréequence de
décharge de chaque neurone on note que les populations PV et FoxP2 forment deux
groupes distincts sur le plan de leur régularité et de leur fréquence de décharge
(Figure 23F). Le groupe de neurones DN a des propriétés intermédiaires entre celles

des neurones PV et FoxP2.

2. Analyse de la régularité de la décharge au cours du temps

Une étude récente a montré, grace a des enregistrements in vitro et in vivo
continus de longue durée (> 15 min) que lactivitt¢ de décharge peut varier
considérablement au cours du temps; les auteurs soutiennent donc qu’il est
impossible de les classer dans des sous-groupes sur la base de leur fréquence de
décharge spontanée (Deister et al 2013). Nous avons souhaité déterminer si cette
variabilité était retrouvée pour les classes de neurones que nous avons mises en
evidence dans nos expériences de « patch perforé ». Nous avons donc réalisé des
enregistrements de longue durée en configuration «cellule attachée» (condition
d’enregistrement utilisée dans I'étude de Deister et collegues in vitro). Nous avons
enregistrés 18 neurones en continu pendant au moins 20 minutes et analysé la

régularité de leur activité au cours du temps avec la méme analyse que I'équipe de
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Figure 24 : Analyse de régularité de la décharge des neurones du GP au cours du
temps. Seuls les neurones PV-positifs ont une fréquence de décharge réguliere.

A-C: Distribution des intervalles interspikes (ISI) en fonction du temps pour un neurone PV-
positif (A), un neurone FoxP2-positif (B) et un neurone double négatif (DN,C). A gauche des
graphes, sont représentées des séquences d’'activités neuronales a différents moments de
I'enregistrement. D-F: Distributions des ISI correspondants. G: Coefficient de variation (CV)
en fonction de la fréquence de décharge mesuré par groupes de 100 PAs sur l'intégralité de
I'enregistrement des 3 neurones montrés en A, B et C. H: CV de la fréquence de décharge
en fonction de la fréquence moyenne pour chaque neurone enregistré en «cellule attachée».
I: Graphe récapitulatif de I'ensemble des données obtenu pour 8 neurones PV-positifs, 6
FoxP2-positifs et 4 DN. L'ordonnée représente les valeurs de I'aplatissement « kurtosis » et
I'abscisse I'asymétrie « skewness » calculées a partir d’'un échantillon de 2000 intervalles
interspikes. Le cadre grisé indique la gamme de valeurs pour lesquelles les ISI sont
distribués de maniére normale avec un aplatissement et une asymétrie inférieurs a 2. Seuls

les neurones PV-positifs montrent des ISI distribués de maniére normale.



Deister, pour faciliter la comparaison entre leurs données et les noétres. Ces
neurones ont été identifiés ensuite comme PV-positifs (n=8), FoxP2-positifs (n=6), et
les DN (n=4) apres immunohistochimie.

L'analyse la plus simple a consisté a représenter I'ensemble des ISI au cours du
temps ainsi que leur distribution pour chaque groupe neuronal (Figure 24 A-F). Cette
premiére analyse nous a permis de mettre en évidence que la distribution des ISI des
neurones PV semble gaussienne, suggérant une fréquence neuronale qui ne varie
pas autour de la frequence moyenne, alors que la distribution des ISI des neurones
FoxP2 et DN apparait asymétrique suggérant une activité beaucoup plus variable au
cours du temps (Figure 24 E-F).

Nous avons découpé les enregistrements de longue durée afin de calculer le
coefficient de variation (CV) et la fréequence tous les 100 PAs afin de regarder la
variation de la décharge du neurone. Chaque point de la figure 24G correspond
donc a la mesure du CV et de la fréquence pour 100 PAs consécutifs. La distribution
des 3 neurones présentés correspond aux 3 neurones des exemples A, B et C sur la
Figure 24. Cette analyse met en évidence que chaque type neuronal subit des
variations de son activité neuronale, mais que les neurones du groupe PV reste trés
régulier alors que les neurones des groupes FoxP2 et DN ont une activité beaucoup
plus irréguliere puisque la variation de leur CV est important d’'un paquet de 100 PA
a un autre. Ces particularités sont retrouvées a I'échelle de la population pour
chaque sous-type (Figure 24 H). Une des hypotheses du travail de Deister et al., est
que lactivité d’un neurone donné peut osciller d'un état régulier a un état irrégulier
voir silencieux si on suit son activité pendant un temps assez long. Nos données
suggerent en revanche, qu’en fonction de son identité moléculaire I'activité d’un
neurone reste confiné soit dans une gamme d’activité de décharge lente et plutot
irreguliére (pour les neurones FoxP2) soit dans une gamme d’activité de décharge
soutenue et réguliere (pour les neurones FoxP2). Les neurones DN en revanche se
situe a la frontiére entre ces deux modes bien distincts d’activité. Pour valider sur le
plan statistique la régularité de la décharge d’'un neurone, nous avons utilisé le test
de normalité qui stipule que si la distribution des ISI a une valeur d’aplatissement
« kurtosis » et d’asymétrie « skewness » entre -2 et 2, la distribution suit une loi
normale (Figure 24 1). 6 des 8 neurones PV remplissent ces critéres statistiques (et
les deux autres en sont tres proches) alors que ce n’est le cas d’aucun des neurones

des groupes FoxP2 et DN.
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Figure 25 : Paramétres des potentiels d’action des neurones PV-positifs, FoxP2-
positifs et doublement négatifs. Seule la valeur de I'hyperpolarisation consécutive au
potentiel d’action différe significativement.
A-C: Décours temporel des potentiels d’action (PA) des neurones PV-positifs, FoxP2-positifs
et doublement négatif (DN) (Ai-Ci) accompagnés des diagrammes de phase correspondant
(Aii-Cii). D-F: Comparaison de la valeur du seuil de déclenchement du PA (sdPA, D), de la
valeur de I'hyperpolarisation consécutive au PA, I'AHP (E), et de I'amplitude de I'AHP (F)
entre les trois groupes. L'amplitude de I'AHP est la différence entre le potentiel atteint lors de
'AHP et le seuil du PA.
Neurones PV-positifs, n=12 ; Neurones FoxP2-positifs, n=14 ; Neurones DN, n=4.

Configuration « cellule entiére », mode courant imposé, courant maintenu nul.



3. Caractéristiques des potentiels d’action des neurones du GP

Les caractéristiques des potentiels d’action (PA) des neurones permettent
souvent de distinguer des groupes neuronaux distincts au sein d'une méme
structure. Nous avons donc analysé les parameétres des PA de chacun des 3 types
cellulaires du GP afin de déterminer d'éventuelles différences (Figure 25 Ai-Ci).
Nous nous sommes tout d’abord intéressés au seuil de déclenchement des PA
(sdPA). Afin de le mesurer de maniére fiable, nous avons utilisé l'analyse du
diagramme de phase (Figure 25 Aii-Cii). Nous n'avons pas trouvé de différence
significative entre les sdPA des neurones PV-positifs, FoxP2-positifs et DN (Figure
25 D). Les neurones du GP n’ayant pas de potentiel de repos en raison de leur
activité pacemaker, nous avons mesureé la valeur de I'hyperpolarisation consécutive
au potentiel d’action (AHP) (Figure 25 E). Nous avons observé que bien que les
potentiels les plus négatifs atteints lors de 'AHP ne soient pas différents, I'amplitude
de I'AHP (mesurée entre 'AHP et le sdPA) des neurones FoxP2 est significativement
plus grande que celle des neurones PV (PV, AHP amp = 10,34 £ 1,42 mV, n=12;
FoxP2, AHP amp = 17,22 + 1,39 mV, n=14 ; p<0.05 ; Figure 25 F).

4. Activité de décharge évoquée
4.1. Réponses des neurones du GP a des créneaux
dépolarisants

Nous avons également effectué des protocoles d’injections de courants
dépolarisants afin d’obtenir plusieurs autres paramétres de décharge, tels que la

fréquence moyenne de décharge évoquée ainsi que son adaptation.
Nous avons utilisé une gamme d’injection de courant allant de 0 a 200 pA pour
construire la courbe de fréquence de décharge en fonction de l'intensité du courant
injecté (f/i) des neurones du GP. Les autres parametres ont été analysés pour des
créneaux de courants de +100 pA (Figure 26 A-C). A cette intensité de courant,
Nous pouvons nous apercevoir que les neurones PV déchargent a des fréquences
significativement plus élevées que les neurones FoxP2 que ce soit au début,
pendant les 100 premiéres millisecondes (PV, Fq = 76,09 + 10,56 Hz, n = 11;
FoxP2, Fq = 38,44 + 4,408 Hz, n = 13 ; p< 0,05 ; Figure 26 D) ou a la fin, pendant
les 100 derniéres millisecondes du créneau de courant (PV, Fq =59,97 + 7,68 Hz ; n

=11; FoxP2,Fq=31,38 £3,14 Hz, n = 13; p< 0,05 ; Figure 26 E).
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Figure 26 : Activité de décharge évoquée des neurones du GP. La décharge des

neurones PV-positifs differe de celle des neurones FoxP2 et des doubles négatifs.

A-C : Exemples de réponses des 3 neurones PV-positifs, FoxP2-positifs et des doubles

negatifs (DN) a un créneau dépolarisant (+100pA ; durée : 2,5 s). D-E : Comparaison des

fréquences moyennes de décharges lors des 100 premiéres ms (D) et des 100 derniéres ms

du créneau dépolarisant (E). F: Relation entre la fréquence de décharge moyenne des

neurones en fonction du courant injecté (courbe f/i). G : lllustration de la méthode utilisée

pour mesurer l'index de bouffée (f2/f1) et lindex d'adaptation (fn/fl). H-1: Graphes

représentant I'index de bouffée (H) et I'index d’adaptation (I) des 3 types de neurones du GP.

Neurones PV-positifs, n=12 ; Neurones FoxP2-positifs, n=14 ; Neurones DN, n=4.

Configuration « cellule entiére », mode courant imposé, courant maintenu nul.
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Figure 27 : Réponses des neurones du GP a des créneaux de courants
hyperpolarisants chez le rat.
A-C : Exemples de réponses a I'injection de créneaux de courants hyperpolarisants de -10, -
50 et -100 pA. D-F : Relation entre le potentiel de membrane et 'amplitude du courant injecté
(courbe 1/V) mesuré au pic de I'hyperpolarisation (Vpic) et a la fin du créneau de courant
(Vstable). G : Mesure du « sag » (différence entre Vstable et Vpic) en fonction du courant
injecté. H : Histogramme représentant 'amplitude du « sag » lors de l'injection d’'un courant
de -100 pA.
Neurones PV-positifs, n=12 ; Neurones FoxP2-positifs, n=14 ; Neurones DN, n=4.

Configuration « cellule entiére », mode courant imposé, courant maintenu nul.



Cette difference de décharge s’observe aussi sur 'ensemble de la courbe f/i (Figure
26 F). En revanche, la différence de profil de la courbe f/i entre les neurones PV et
FoxP2 suggere que ces neurones vont intégrer le message synaptique excitateur de
maniéere distincte, ce qui peut avoir des conséquences fonctionnelles importantes
(voir 8 VII des résultats).

Nous avons aussi analysé I'adaptation de la décharge des neurones du GP au début
et a la fin du créneau de courant (Figure 26 G). Que ce soit pour le rapport f2/f1
(index de bouffée) ou le rapport fn/fl (index d’adaptation/accomodation) nous

n’avons pas observé de différence significative entre les neurones (Figure 26 H-I).

4.2. Réponses des neurones du GP a des créneaux
hyperpolarisants.

Nous avons également déterminé la relation courant-potentiel (courbe 1/V) des
neurones lors d’injection d’'une gamme de créneaux de courant entre -100 et -10 pA
(Figure 27 D-F). Cette courbe I/V a été mesurée pour les valeurs de potentiel les
plus hyperpolarisées (Vpic) mais aussi a la fin du créneau de courant hyperpolarisant
(Vstable) car les neurones du GP possedent tous a leur membrane des canaux HCN
(Hyperpolarization-activated Cationic Non-specific channnels) qui sont activés par
I'hyperpolarisation du potentiel de membrane et qui viennent s’opposer a cette
hyperpolarisation. La soustraction des potentiels Vpic et Vstable permet de
déterminer de combien de millivolts ces canaux dépolarisent les neurones et ainsi
d’avoir une idée de leur efficacité (Figure 27 C). La différence de potentiel entre Vpic
et Vstable est communément appelée « sag ». La comparaison de la valeur du sag
montre que les neurones FoxP2 semblent avoir un sag de plus grande amplitude par
rapport aux neurones PV lors de créneaux de courants de -100 pA mais les
moyennes ne sont pas significativement différentes (Figure 27 G-H et Figure 28 Ai-
Ci).

Nous avons également examiné une autre propriété des neurones du GP qui est leur
capacité a générer un rebond post-inhibiteur suite a une hyperpolarisation. Nous
avons défini le rebond post-inhibiteur comme la durée pendant laquelle la fréquence
de décharge en réponse a un créneau hyperpolarisant de -150pA est supérieure a la
frequence basale de décharge + 3 déviation standard (Figure 28 Aii-Cii). Notre

premier résultat est que les neurones PV-positifs et DN sont capables de faire des
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Figure 28 : Caractéristiques des rebonds post-inhibiteurs des neurones du GP chez le
rat.

Ai-Ci : Exemples de rebonds générés par les neurones du GP suite & un créneau de courant
hyperpolarisant (intensité: -150 pA; durée: 500 ms). En insert, la proportion de neurones du
GP (en %) doués de cette propriété. Aii-Cii : Graphes représentant la fréquence de décharge
instantanée en fonction du temps. Les traits en pointillés correspondent a la fréquence
basale (Fb) + 3 SD pour le neurone considéré. Le rebond est défini comme I'activité
électrique qui se produit pendant la période ou la fréquence instantanée est supérieure a Fb
+ 3SD. D: Histogramme représentant le temps de latence entre la fin du créneau
hyperpolarisant et la geneése du premier PA entre les trois types neuronaux. E: Histogramme
représentant la durée du rebond post inhibiteur. F: Histogramme représentant la fréquence
de décharge moyenne pendant le rebond.

Neurones PV-positifs, n=12 ; Neurones FoxP2-positifs, n=14 ; Neurones DN, n=4.

Configuration « cellule entiére », mode courant imposé, courant maintenu nul.



rebonds suite a un créneau hyperpolarisant, alors que seulement 48% des neurones
FoxP2 sont doués de cette propriéteé.

Les neurones PV-positifs et DN ont une durée de rebond quasi-identique,
contrairement aux neurones FoxP2-positifs qui semblent faire un rebond de plus
longue durée bien que cette différence ne semble pas étre significative (PV, durée=
815,1 + 289,9 ms, n=11; DN, durée= 825,7 £ 291 ms, n=4 ; FoxP2, durée= 3072 +
1304 ms, n=7 ; p= 0,24 ; Figure 28 E). Par contre les neurones PV-positifs ont une
fréequence de décharge moyenne durant le rebond significativement plus elevée que
les neurones de type FoxP2 et DN (PV, Fq= 49,34 + 14,46 Hz, n=11; FoxP2, Fg=
11,91 + 3,88 Hz, n=7 ; DN, Fgq= 21,72 £ 5,09 Hz, n=4 ; p <0,05 ; Figure 28 F).

Une autre particularité des neurones FoxP2-positifs, est qu’ils possedent un retard a
la décharge qui se traduit par une latence plus importante lors du déclenchement du
premier PA apreés la fin du créneau de courant hyperpolarisant (Figure 28 D), mais a

nouveau ce parametre n’'est pas significativement différent.

III. Caractérisation des courants sodiques persistants des neurones
PV- et FoxP2-positifs

D’aprés les travaux du groupe de Jaeger (Gunay et al 2008), des différences
de densité de canaux potentiel-dépendants seraient responsables de la grande
variabilité de fréquence de décharge observée in vitro. D’aprés leur modele
mathématique de neurone du GP, des différences de densité des canaux sodiques
responsables des courants persistant INaP pourraient étre a l'origine de décharges
tres différentes. La figure 23D a mis en évidence une fréquence de décharge
spontanée moyenne de l'ordre de 20 Hz chez les neurones PV-positifs et de 5 Hz
chez les neurones FoxP2-positifs alors que 'AHP est d’amplitude plus élevée chez
les neurones FoxP2-positifs que chez les neurones PV-positifs (Figure 25F). Nous
avons eétudié les courants INaP afin de trouver une base moléculaire a ces
différences de propriétés électrophysiologiques. Pour caractériser les courants INaP
de ces deux groupes neuronaux, nous avons utilisé des rampes dépolarisantes avec
une faible vitesse en configuration « cellule entiére » et en mode « potentiel
imposé ». Ce protocole permet d’inactiver les canaux sodiques responsables des
courants rapides générés lors des PAs. Les rampes ont été réalisées en condition

contrble puis en
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Figure 29 : Mesure et comparaison des courants sodiques persistants (INaP) entre les
neurones du GP exprimant la PV ou FoxP2.

A-B : Exemples de tracés de courant sodique persistant (INaP). Ces traces sont obtenues
par soustraction du courant en présence de TTX de celui obtenu en condition contréle lors
d’'une dépolarisation du potentiel de membrane par une rampe de potentiel. C: Histogramme
représentant 'amplitude moyenne du pic du courant INaP. D : Histogramme représentant les
valeurs moyennes de V1/2 correspondant au potentiel auquel la moitié du courant INaP est
activé.

Neurones PV-positifs, n=6 ; Neurones FoxP2-positifs, n=4.

Configuration « cellule entiere », mode potentiel imposé, potentiel maintenu a -80 mV.
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Figure 30 : Modulation de I'excitabilité des neurones du GP par les récepteurs
dopaminergiques de type D2 chez le rat : résultats préliminaires.

Ai-Bi: Exemple de l'activité spontanée d’'un neurone PV-positif (Ai) et d’'un neurone FoxP2-
positif (Bi) en condition contrble. (Aii-Bii) Activité spontanée obtenue par activation
spécifique des récepteurs dopaminergiques de type D2 (en présence de 2 uM de quinpirole)
Alii-Biii: Histogrammes montrant la fréquence de décharge moyenne en condition controle et
en présence de quinpirole pour les neurones PV-positifs (Aiii, n=3) et pour les neurones
FoxP2-positifs (Biii, n=3).

Configuration « cellule entiere », mode courant imposé, courant maintenu nul.



présence de TTX dans le bain de perfusion, afin d’isoler par soustraction la
composante INaP de I'ensemble des courants (Figure 29 A-B).

La mesure de I'amplitude des courant INaP nous a permis de mettre en évidence des
courants significativement plus importants dans les neurones PV du GP (PV,
amplitude INaP = 218,66 + 20,38 pA, n=6 ; FoxP2, amplitude INaP = 105,51 + 16,73
pA, n=4; P<0,05; Figure 29 C) alors que les propriétés d’activation des courants
INaP semblent identiques (Figure 29 D). Ces résultats suggerent que les neurones
PV et FoxP2 ont des courants INaP dont les propriétés biophysiques sont identiques
mais dont I'expression est plus forte chez les neurones exprimant la PV. Ce résultat,
pourrait donc expliquer en partie la différence de fréquence de décharge spontanée
observée entre les neurones PV- et FoxP2-positifs.

IV. Action de la dopamine sur les neurones du GP

Les données de biologie moléculaire et d'immunohistochimie suggerent que
les neurones du GP expriment des récepteurs dopaminergiques. En particulier, il a
été proposé que certains neurones du GP (Hoover & Marshall 2002) possedent des
récepteurs de la famille D2 a leur membrane. Nous avons voulu tester s'il existait une
modulation différentielle des populations PV- et FoxP2-positives par les récepteurs
de la famille D2. Nous avons utilisé des outils pharmacologiques afin de tester cette
hypothése. Nos résultats préliminaires suggerent que l'ajout de I'agoniste D2, le
guinpirole n’affecte pas la décharge spontanée des neurones PV-positifs (Figure 30
Ai-Aii). Par contre, pour les neurones FoxP2-positifs, nous avons une tendance a
laugmentation de la décharge (Figure 30 Bi-Bii) puisque leur fréquence de
décharge moyenne est 2,5 fois plus élevée en présence de quinpirole (Fq controle :
2,11 £ 0,77 Hz ; n=3 ; Fq quinpirole : 5,63 + 1,67 Hz ; n=3 ; p=0,0647, t-test, Figure
30 Biii). Il sera nécessaire de compléter les 2 groupes afin de confirmer ce résultat.

V. Analyse du connectome des neurones du GP

I a été montré récemment que des neurones PPE-positifs projettent
uniquement sur le striatum (Mallet et al 2012). Cette étude ayant été réalisée dans un
modeéle expérimentale de déplétion dopaminergique (rat Iésé par la 6-OHDA) et donc
en situation physiopathologique, il est Iégitime de se demander si cette
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chez le rat.

A : Proportion de neurones pallido-suthalamiques en fonction de leur profil moléculaire. B :
Idem mais pour les neurones pallido-striataux. Les points sur chaque colonne représentent

les valeurs obtenues pour chaque animal.



caractéristique est une adaptation du réseau a I'hypodopaminergie ou une
caractéristique normale des neurones. Nous avons donc transduit 'TEGFP a l'aide
d’'un vecteur lentiviral rétrograde au niveau du striatum dorsal et au niveau du NST
d’animaux normaux afin de déterminer les sites de projection des neurones du GP.
Nous avons ensuite réalisé des immunohistochimies pour révéler les marqueurs PV,
FoxP2 et Nkx2.1 et donc l'identité neurochimique des neurones pallido-striataux et
pallido-subthalamiques (Figure 31). La vaste majorité des neurones du GP EGFP-
positifs rétromarqués a partir du NST (377 neurones provenant de 5 rats) co-
expriment Nkx2.1 (Figure 31 C). La plupart de ces neurones EGFP-positifs/Nkx2.1-
positifs (93%) sont aussi PV-positifs. En revanche, aucun des neurones pallido-
subthalamiques n’expriment FoxP2 (Figure 31 C). Ces données confirment que les
neurones Nkx2.1-positifs (PV-positifs) constituent la principale population pallidale
innervant le NST, alors que la population FoxP2 (PPE) ne projette pas sur ce noyau.
L’injection du vecteur lentiviral dans le striatum dorsal de 6 autres rats a abouti a la
transduction de nombreux neurones du GP (Figure 31 D), mais leur phénotype
neurochimique est différent de ceux innervant le NST. En moyenne, la moitié (48%)
des neurones EGFP-positifs innervant le striatum (n= 390) expriment FoxP2 mais
pas Nkx2.1 ou la PV (Figure 31 D). Quasiment tous les neurones restant EGFP-
positifs/FoxP2-négatifs (96%) expriment Nkx2.1 et parmi eux 50% expriment aussi la
PV (Figure 31 D). Ainsi, nos résultats montrent que les neurones FoxP2-positifs
innervent uniquement le striatum chez le rat normal et ils représentent la population
pallido-striatal majoritaire. Néanmoins, la population de neurones pallido-striataux
comporte aussi une cohorte de neurones Nkx2.1-positifs/PV-négatifs et Nkx2.1-

positifs/PV-positifs.

VI. Manipulation optogénétique des neurones PV-positifs in vitro et
in vivo.

Apres avoir caractérisé les différentes populations neuronales du GP sur le
plan neurochimique, électrophysiologique et anatomique, nous avons voulu tester la
fonction de la population neuronale majoritaire du GP dans le contréle du
mouvement volontaire. La population majoritaire est celle des neurones PV-positifs

qui projettent sur les structures de sorties. Pour cela, nous avons manipulé l'activité
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Figure 32 : Propriétés électrophysiologiques des neurones du GP chez la souris

transgénique PV-AI9.

Ai : Exemple d’enregistrement de I'activité spontanée d’un neurone double tomato positif. Ce
neurone exprime la PV, visualisable en fluorescence par la présence de la protéine double
tomato dans son cytoplasme (dt+, Ai). Bi, Exemple d’enregistrement de I'activité spontanée
d’'un neurone d’'un autre sous-type neuronal non fluorescent (n’exprimant pas la PV, dt-). Aii-
Bii: Exemples montant le décours temporel d'un PA pour les neurones en Ai-Bi. Ci-ii:
Graphes représentant la fréquence de décharge (Ci) et le coefficient de variation (Cii) pour
ces deux groupes neuronaux. Ciii-iv: Comparaison de la valeur de I'AHP (Ciii) et de son
amplitude (Civ) pour ces deux groupes neuronaux. Di-Dii; Exemples de réponse a un
créneau de courant dépolarisant (+100 pA). E: Courbe f/i des neurones dt+ et dt-. Neurones
dt-positifs, n=17; Neurones dt-négatifs, n=10. Configuration « cellule entiére », mode

courant imposé, courant maintenu nul.



électrique des neurones grace a loptogénétigue chez l'animal libre de ses
mouvements. Pour réaliser ce type de manipulation d'une sous-population
neuronale, nous avons choisi d'utiliser une approche transgénique. En effet il existe
des souris transgéniques exprimant la recombinase bactérienne Cre, qui permet
avec le systeme cre-lox de transduire de maniere spécifique les neurones PV-positifs
afin d’exprimer soit des protéines fluorescentes, telle que la double tomato (dt), ou
des channelrhodopsine (ChR2, NpHR ou ArchT) spécifiquement dans ces neurones.
Avant de manipuler I'activité des neurones PV-positifs du GP chez I'animal vigile,
plusieurs étapes de validation in vitro ont été nécessaires. Ces derniéres sont

détaillées ci-dessous avant I'expérience in vivo proprement dite.

A. Caractérisation des propriétés électrophysiologiques des
neurones PV-positifs du GP chez la souris PV-Ai9.

Nous avons utilisé des souris PV-Ai9 issues du croisement d’animaux de la
lignée PV-Cre et de la lignée reporter Ai9. La lignée Ai9 porte la séquence de
dtomato (dt) entre deux seéquences LoxP. Les animaux PV-Ai9 ont donc une
expression de la dt restreinte aux neurones exprimant la PV. Ainsi il est possible de
visualiser les neurones dt+ dans la tranche et de patcher sélectivement cette
population neuronale.

Nous avons voulu tout d’abord vérifier que les propriétés des neurones du GP chez
ces souris étaient identiques a celles observées chez le rat. Nous avons donc
comparé les propriétés électrophysiologiques des neurones dt+ et dt- dans des
tranches fraiches de souris PV-Ai9.

Comme chez le rat, nos enregistrements réalisés sur les neurones dt+ et donc PV-
positifs montrent que ces neurones ont une activité pacemaker et une fréquence de
décharge élevée (Figure 32 A, FQ ra= 23,67 £ 5,24 Hz, n=12 ; FQq souris= 35,95 * 6,38
Hz, n=17 ; p= 0,16). Si on compare les propriétés des neurones dt+ a celles des dt-,
il apparait une différence significative de fréquence de décharge, du CV et aussi de
la valeur de I'AHP (Figure 32 Ci-iii), mais pas de I'amplitude de 'AHP (Figure 32
Civ). Ce dernier résultat diverge de ceux obtenus chez le rat, mais cette différence
provient certainement du fait que les neurones dt- que nous avons enregistrés

englobent a la fois les neurones de la population FoxP2 et les neurones DN.
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Figure 33 : Controle optogénétique in vitro de I'activité de décharge des neurones PV
du GP chez la souris PV-AI9.

Ai: Microphotographie prise en contraste différentiel interférentiel (DIC) et en
épifluorescence pendant I'enregistrement électrophysiologique d’'un neurone PV du GP (dt+)
transfecté avec la channelrhodopsine-2 fusionnée a I'YFP (ChR2+). Aii-iii; Activation du
neurone provoqué par un flash de lumiére bleue (A = 473 nm) pendant 2 secondes et graphe
de sa fréquence de décharge instantanée. Aiv : Graphe résumant I'effet de I'activation de
ChR2 par des flashs de A = 473 nm (ON) sur la fréquence de décharge des neurones du GP
par comparaison a la fréquence de décharge pré- et post-flash (OFF). Bi-iv : Idem pour un
neurone PV-positif exprimant I'halorhodopsine fusionnée a I'YFP (NpHR+). L’activation par
un flash de lumiére jaune (A = 561 nm) entraine une hyperpolarisation et une inhibition de la
fréquence de décharge des neurones. Neurones ChR2+, n=9; Neurones NpHR+, n=6.

Configuration « cellule entiere », mode courant imposé, courant maintenu nul.



En effet, cela s’observe sur la courbe f/i ou nous trouvons uniquement des
différences de décharge lors d’injection de courant compris entre -10 mV et +100 mV
(Figure 32 E). Comme chez le rat, ces résultats suggerent que les neurones dt+
sont capable de décharger a des frequences plus élevées que les neurones dt- lors
d’injection de courants dépolarisants méme si nous n’avons pas trouvé de différence
significative entre ces deux groupes pour certaines valeurs en raison de
I'hétérogénéité du groupe dt-.

Ces reésultats montrent que la population de neurones PV de la souris PV-Ai9
représente I'équivalent de celle du rat, puisque la plupart de leurs propriétés sont

identiques.

B. Les neurones PV peuvent étre modulés par la lumiere in vitro

La seconde étape importante de validation consiste a montrer in vitro, 1) qu’il
est possible de manipuler I'activité des neurones du GP en utilisant la lumiere 2) que
l'infection virale et I'expression des protéines exogenes (ChR2, NpHR) ne modifient
pas la physiologie des neurones transfectés. Le montage de la Figure 33 Ai-Bi
montre un neurone en optique infra-rouge (cadran gauche), I'expression de la PV
apres immunohistochimie (cadran milieu) et la ChR2 que l'on détecte avec la
présence de I'YFP (cadran droite). La stimulation avec un laser bleu (A= 473 nm)
augmente l'activité de décharge de ce neurone (Figure 33 Aii) ce qui se traduit par
une augmentation significative de la fréequence de décharge (Figure 33 Aiii-Aiv). En
moyenne les fréquences sont : Fq avant Flash = 39,22 + 6,42 Hz; Fq pendant Flash=
110,23 + 22,60 Hz ; n=9 ; p=0,0021. Des que les neurones ne sont plus stimulés par
le laser bleu, ils reviennent a leur fréquence de décharge basale (Fq aprés flash =
35,09 + 7,39 Hz ; p=ns). Nous avons renouvelé cette expérience cette fois dans le
but d’inhiber I'activité des neurones PV en jouant avec des flashs de lumiére jaune
(A= 584 nm) sur les canaux NpHR. Malgré la fréquence de décharge élevée des
neurones PV du GP, la stimulation optique abolit totalement la décharge des
neurones dans la plupart des cas (5/6 neurones) (Figure 33 Bii). Ceci se traduit par
une diminution significative de la frequence de décharge (Fq avant Flash= 23,38 *
10,18 Hz ; Fq pendant Flash = 6,75 £ 6,75 ; n=6; p= 0,0026 ; Figure 33 Biii). A

l'arrét de la stimulation optique, les neurones produisent un rebond post-inhibiteur
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Figure 34 : Spécificité de la transfection chez les souris PV-Ai9.

Ai-Bi : Exemples de neurones de type PV-négatifs (pas de fluorescence de la dtomato) et
n'exprimant pas ChR2-YFP (Ai) ou NpHR-YFP (Bi). Aii-Bii : Application de flashs de lumiere
bleue (A = 473 nm) ou jaune (A = 561 nm) de 2,5 s. Aiii-Biii : Fréquence de décharge
moyenne avant, pendant et apres la stimulation lumineuse par la lumiére bleue (Aiii) ou par
la lumiére jaune (Biii). C-D : Graphes montrant I'absence d’effet de la stimulation lumineuse
sur la fréquence de décharge des neurones et sur leur régularité. Neurones ChR2-, n=5
(Aiii) ; Neurones NpHR-, n=4 (Biii). Neurones ChR2+, n=5 (C) ; Neurones NpHR6, n=4 (D);
Neurones CTL=17 (E). Configuration « cellule entiére », mode courant imposé, courant

maintenu nul.



puis reprennent une activité de décharge réguliere (Fq aprés flash = 22,98 + 9,96
Hz). (Figure 33 Bii).

Ainsi, nous montrons que nous pouvons contrdler efficacement I'activité des
neurones PV du GP avec la lumiére.

Nous avons comparé la fréquence de décharge moyenne et la régularité¢ de
neurones dt+ non transfectés avec celles de neurones dt+ transfectés soit par la
ChR2 ou par NpHR (Figure 34 C-D). Nous ne trouvons pas de différence
significative entre ces trois groupes ni pour la fréquence de décharge, ni pour le
coefficient de variation ( Fq dt+ CTL= 35,95 + 6,38 Hz, n=17 ; Fq dt+ ChR2= 39,22 +
6,42 Hz, n=9 ; Fqg dt+ NpHR= 23,38 + 10,18, n=6; p= 0,16) ( CV dt+ CTL= 0,19 £
0,03, n= 17 ; CV dt+ ChR2= 0,14 % 0,01, n=9; CV dt+ NpHR= 0,20 £ 0,04, n=6 ;
p=0,37). Ces résultats montrent que la transfection des neurones par ces virus et
'expression de ChR2 et NpHR n’a pas d’impact sur I'excitabilité intrinséque des
neurones.

Afin de vérifier I'absence de « fuite » du systeme d’expression cre-lox, c’est-a-dire
une expression de protéines dans des neurones n’appartenant pas a la population
PV du GP, nous avons examiné des neurones dt-. Nous avons tout d’abord constaté
labsence de fluorescence YFP dans ces neurones (suggérant I'absence
d’expression de ChR2/NpHR). De plus, nous n’avons jamais observé de modification
de la décharge des neurones dt- lors de la stimulation optique (Figure 34 Aii-Biii).
L’ensemble de ces expériences montre que nous pouvons manipuler I'activité des
neurones PV-positifs de maniére spécifique sans que la physiologie de ces neurones
ne soit altérée. Il suggere qu’il est possible de manipuler l'activité des neurones du

GP in vivo chez 'animal vigile libre de ses mouvements.

C. Controle bilatéral des neurones PV-positifs du GP in vivo chez
I'animal vigile libre de ses mouvements

La population PV-positive du GP constitue classiquement le premier relai de la
voie indirecte des GB. Ainsi selon le modéle d’Alexander et Crutcher, la stimulation
de ces neurones devrait favoriser le mouvement et leur inhibition devrait avoir I'effet
opposé. Nous avons transfecté de maniere bilatérale deux groupes de souris PV-
Cre : 6 animaux avec un vecteur viral permettant I'expression de ChR2, et 6 autres

celle de ArchT dans les neurones PV du GP. A notre connaissance, aucune
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Figure 35 : La manipulation unilatérale des neurones PV-positifs du GP provoque un
comportement rotatoire chez la souris PV-Ai9 vigile et libre de ses mouvements.

A : Image extraite d’un enregistrement vidéo montrant une souris PV-Ai9 dans I'openfield ou
se déroule le test comportemental. Des optrodes ont été implantées par stéréotaxie au
niveau de ses GP, bilatéralement. L’animal est stimulé unilatéralement avec une fibre
optique posée sur I'némisphere droit. B: Contrdle histologique démontrant la transfection
(vert/YFP) des neurones PV du GP (rouge/dt). En insert, image montrant la présence
d’axones pallidaux transfectés au niveau du noyau sous-thalamique. C : Analyse quantitative
du comportement rotatoire des souris aprés activation (ChR2) ou inhibition (ArchT)

unilatérale. Animaux transfectés avec ChR2+, n=6 ; Animaux transfectés avec ArchT+, n=6.



expérience de stimulation/inhibition bilatérale, réversible, électrique ou optique, n'a
été réalisée jusqu’a présent au niveau du GP.

Dans un premier temps, nous avons testé l'effet de stimulations optiques
bilatérales de longue durée sur 'ambulation des animaux dans un openfield. Chaque
stimulation d’'une durée d'1 a 5 secondes était suivie d'1 seconde de récupération a
la fréquence de 0.5 a 0.11 Hz, ceci pendant une durée de 30 secondes. Chaque
phase de stimulation de 30 secondes est suivie d’une phase sans stimulation de 30
secondes. En condition contréle, la souris se déplace dans I'openfield et explore son
environnement (Figure 35 A). L’activation bilatérale de ChR2 entraine des
perturbations de I'ambulation des souris avec des difficultés a exécuter des
mouvements et de brefs moments d'immobilité. Bien que visuellement il apparaisse
clairement que la stimulation ait un effet sur le comportement de lanimal, la
guantification de cet effet s'est avérée décevante, étant donné l'absence de
comportements stéréotypés nets (immobilité supérieure a 2s, par exemple). Pour le
groupe d’animaux exprimant ArchT, il nous a semblé cette fois que le déplacement
des animaux était plus rapide, mais ici aussi la quantification s’est avéree difficile.
Ainsi, nos expériences de manipulations bilatérales des neurones du GP ne nous ont
pas permis de mettre en évidence un effet clair sur le comportement moteur des

animaux.

D. Controle unilatéral des neurones PV du GP

Nous avons examiné l'effet de stimulations unilatérales avec pour objectif de
créer un déséquilibre entre les deux hémispheres sur le contréle du mouvement ce
qui selon le modele d’Alexander et Crutcher, doit créer des désordres moteurs. Pour
cela, chaque souris a été placée dans un openfield et I'initiation d’'un déplacement a
gauche ou a droite par I'animal a été quantifiée. Notre protocole a consisté en des
stimulations optiques continues de 30 secondes suivies de 30 secondes sans
stimulation et répétées 2 fois, soit un test d’une durée totale de 2 minutes. En
situation basale, en absence de stimulation, les souris se déplacent en allant sur leur
droite ou leur gauche sans préférence particuliere. En revanche, pendant la
stimulation optique de ChR2 et donc I'activation des neurones PV du GP nous avons
observé un comportement rotatoire chez nos six animaux avec des rotations initiées

du coété controlatéral a la stimulation (Figure 35 C). Nous avons comptabilisé plus de
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Figure 36 : Les propriétés et la connectivité des neurones du GP permettent une
sélection optimale d’un programme moteur.

A: Décomposition de la fonction NST — log NST (courbe en noir) sous la forme de la
différence entre une fonction initiale (I, ligne rouge) et une zone d’ajustement (A, en bleue). B
: Circuit neuronal hypothétique calculant la fonction NST — log NST (les fléches indiquent les
connections excitatrices, les lignes finissant avec un cercle plein, les connections
inhibitrices). | dénote la population neuronale avec la courbe f/l correspondant a la fonction |
du graphe A. L’activité des neurones | est ajustée par l'inhibition de la courbe f/l
correspondant a la zone en bleue sur le graphe A. C : Courbe f/l des neurones PV et FoxP2.
D : Estimation de la réponse des neurones Tl (PV) dans le réseau comparée avec une

version mise a I'échelle de la fonction NST — log NST.



10,83 + 1,43 rotations initiées du c6té controlatéral et 0,83 £ 0,33 du coté ipsilatéral
lors de l'activation des neurones PV du GP. La manipulation des neurones par
l'activation d’ArchT a abouti a linitiation de rotations du coté ipsilatéral a la
stimulation optique chez nos six animaux (Figure 35 C). Les souris ont fait en
moyenne 8,5 = 1,73 rotations initiees du c6été ipsilatéral et 1,33 £ 0,51 du coté
controlatéral lors de I'inhibition des neurones PV alors qu’en conditions basales les
souris effectuent autant de rotations du coté ipsi- que controlatéral. Ces résultats
montrent que l'activation ou I'inhibition des neurones PV du GP a des effets opposés
sur I'exécution du mouvement, ce qui suggere que les effets comportementaux que
nous avons observé sont spécifiques. La vérification histologique de la transfection
du GP et de I'emplacement des optrodes est actuellement en cours de réalisation.
Nos premieres immunohistochimies ont confirmé que les neurones PV du GP ont
bien été transfectés par ChR2, puisque un nombre important de neurones du GP
sont doublement marqués par I'YFP et la PV. De plus, I'observation de nombreuses
fibores YFP-positives au niveau du NST indiqgue bien que la voie pallido-

subthalamique a été transfectée de maniere efficace (Figure 35 B).

VII. Implication d’'une dichotomie fonctionnelle au niveau du globus
pallidus sur la sélection d’'un programme moteur

De nombreux modéles computationnels ont suggéré de quelle maniére le
réseau des GB peuvent sélectionner des actions motrices de maniere optimale sur le
plan statistique. Ces modeles prédisent que pour réaliser une sélection optimale, le
GP doit envoyer un « feedback » vers le NST qui correspond a une fonction
particuliere de l'activité des neurones du NST. La complexité de cette fonction (STN-
log STN ; Figure 36 A) rend peu probable qu’un neurone du GP puisse calculer cette
derniere. Nous avons lancé une collaboration avec le groupe du Dr Bogacz a Bristol
afin de proposer un modéle composé de deux types cellulaires distincts dans le GP
permettant de calculer cette fonction. Le détail complet du modéle est disponible
dans l'article en préparation joint a la fin de cette section. Brievement, celui-ci repose
sur la connectivité particuliere entre les neurones du GP et du NST qui découle du
travail de Mallet et collegues 2012 (Figure 36 B) et les propriétés
électrophysiologiques des neurones PV et FoxP2 du GP que nous avons décrites

(Figure 36 F) permettent aux GB de sélectionner de maniéere optimale une action
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donnée. Ainsi, la relation entre la fréquence de décharge des neurones et le courant
injecté des neurones PV et FoxP2 correspondent exactement aux parametres requis
par le modéle pour une sélection optimale (Figure 36 C-D).

VIII. Travaux  annexes: Manipulation optogénétique des
interneurones PV-positifs du cortex prélimbique chez I'animal vigile
et libre de ses mouvements.

Pendant mon doctorat, jai pris en charge les tests in vitro de validation des
protocoles d’optogénétiques que I'équipe du Dr Cyril Herry a appliqgué a I'animal
vigile.

Le cortex pré-limbique (CPL) est une structure associee a I'expression de la
peur (Sotres-Bayon & Quirk 2010). Des études ont montré que sa lésion (Morgan &
LeDoux 1995) ou son inhibition pharmacologique (Corcoran & Quirk 2007) bloque
'expression du comportement de peur. A l'inverse, la stimulation électrique du CPL
entraine I'expression du comportement de peur (Vidal-Gonzalez et al 2006). L’équipe
du Dr Herry étudie les mécanismes cellulaires impliqués dans l'expression du
comportement de peur chez la souris. Le rble des interneurones GABAergiques et en
particulier ceux exprimant la PV dans le contréle global l'activité corticale a été
clairement établi (Toledo-Rodriguez et al 2004). L’équipe du Dr Herry a souhaité
déterminer le réle de cette population d’interneurones dans I'expression de la peur.
Un comportement de peur chez la souris peut étre est induit par un signal sonore
associé a un choc électrique. Il se traduit par une période d'immobilité de I'animal
appelé «freezing ». En pratique, les souris sont tout d’abord conditionnées par
'association entre le signal sonore (le stimulus conditionnel, SC) et un choc
électrique au niveau périphérique (le stimulus inconditionnel, SlI). Ainsi, la
présentation ultérieure du son conditionné (sans choc électrique) induit un ensemble
de modifications comportementales (réponses conditionnées), et en particulier une
réaction d’arrét (réponse émotionnelle conditionnée d’'immobilisation) dont la durée
est aisément quantifiable. Pendant les expériences comportementales, I'équipe du Dr
Herry enregistre I'activité neuronale unitaire en extracellulaire dans le CPL. L'équipe
a découvert que les interneurones PV du CPL sont inhibés pendant le comportement
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Figure 37 : Photo-activation et photo-inhibition des interneurones PV-positifs
exprimant ArchT, ou ChR2 et la GFP de la couche 2/3 du cortex prélimbique de souris
transgéniques PV-ChR2 ou PV-ArchT.

A : Tracés des courants évoqués lors de I'activation de ChR2 (gauche) ou d’ArchT (droite)
par une stimulation lumineuse d'l seconde. B : Exemples du contrble exercé par ChR2 et
ArchT sur I'activité de décharge des interneurones PV. Les deux protocoles utilisés in vitro
ont été ajustés afin de reproduire les protocoles réalisés lors des expériences de
comportement in vivo. C, a gauche : courbe entrée-sortie des interneurones PV-positifs
exprimant la GFP (points blancs, n=7), ChR2 (points bleu, n=5) ou ArchT (points jaunes,
n=8) lors de I'injection de créneaux de courant dépolarisant (gjamme de courant de 0 a 400
pA). A droite : potentiel de repos des interneurones PV-positifs exprimant la GFP (colonne
blanche, n=7), ChR2 (colonne bleu, n=5) ou ArchT (colonne jaune, n=8). Aucune différence
significative n'a été observée entre ces trois groupes indiquant que I'expression de ChR2 ou

d’ArchT n’influence pas I'excitabilité des interneurones PV-positifs du cortex prélimbique.



de peur. Grace a des manipulations optogénétiques in vivo des interneurones PV
elle a montré que cette population d’interneurones jouait un réle central dans
I'expression de la peur conditionnée (Courtin et al., 2013, accepté pour publication).
Ma contribution a ce travail a été 1) de déterminer les propriétés
électrophysiologiques des interneurones PV du CPL dans des tranches fraiches de
cerveau de souris et 2) de vérifier que I'expression de ChR2 ou ArchT dans les
interneurones PV n’impacte pas leur physiologie, 3) mettre en évidence les courants
dus a l'activation de ces protéines et 4) veérifier I'effet des stimulations lumineuses
bleue ou jaune sur la décharge des neurones du CPL.

Nous avons donc effectué des enregistrements en configuration «cellule entiére» des
interneurones PV du CPL dans les couches infralaminaires 2/3. Nous avons tout
d’abord montré que la stimulation lumineuse de ChR2 (A=473 nm) et ArchT (A=584
nm) entrainait bien des courants ioniques dans les interneurones PV (Figure 37 A)
capables de dépolariser ou d’hyperpolariser le potentiel de membrane des
interneurones et d’en contréler I'excitabilité (Figure 37 B). Nous avons comparé les
propriétés de décharge évoquée par injection de courants dépolarisants et le
potentiel de repos entre les interneurones transfectés avec ChR2, ArchT et la GFP
(groupe contrdle). Nous n’avons pas observeé de différence significative au niveau de
ces difféerents parametres entre les trois groupes de neurones (Figure 37 C)
suggérant que l'expression de ChR2 ou d’ArchT n’affecte pas les propriétés des
interneurones PV du CPL et donc n’entraine pas de conséquence sur le

fonctionnement de cette région corticale in vivo.
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Conclusion

Depuis plus de 20 ans, au sein du modele d’Albin et collaborateurs (1989), le GP est
considéré comme un simple noyau relais constitué d’'une population homogéne de
neurones transmettant I'information motrice du striatum au NST. Mais récemment,
une étude faite en électrophysiologie in vivo chez le rat anesthésie, modele de la
maladie de parkinson, montre qu’il existe deux types neuronaux au sein du GP en
fonction de leur activité electrophysiologique avec les différentes phases de
I'électrocorticogramme (Mallet et al, 2008). Ces mémes auteurs proposent 4 ans plus
tard une corrélation entre le mode de décharge de ces neurones et I'expression d’'un
marqueur neuronal, ce qui suggére une dichotomie anatomo-fonctionnelle au sein du
GP. De plus, ils montrent que les neurones PV-positifs, nommeés « prototypiques »,
projettent essentiellement sur les noyaux de sorties des GB (NST, SNr), tandis que
les neurones PPE-positifs, nommés « arkypallidalaux », projettent uniquement en
retour sur le striatum (Mallet et al, 2012). Cette derniére étude de Mallet et
collaborateurs montre que le GP ne peut plus étre considéré comme un simple
noyau relais qui transmet l'information du striatum au NST.

L'objectif de cette thése a été de voir si ces deux populations décrites au sein du GP
pouvaient étre retrouvés chez le rat témoin, et si les activités électrophysiologiques
observées in vivo entre ces deux types neuronaux pouvaient étre expliquées par des
différences de propriétés membranaires intrinseques.

Nous avons tout d’abord caractérisé I'existence de plusieurs populations neuronales
distinctes au sein du GP en analysant en immunohistochimie des marqueurs
neuronaux présents a l'age adulte ainsi que des facteurs de transcription
caractéristiques de la zone embryonnaire d’ou proviennent les neurones du GP. Cela
nous a permis de mettre en évidence l'existence de deux populations majoritaires au
sein du GP. Une premiéere population de neurones exprimant a la fois la PV et le
facteur de transcription Nkx2.1, et une seconde population de neurones exprimant a
la fois la PPE et le facteur de transcription FoxP2.

Afin de vérifier si cette diversité moléculaire était corrélée avec des propriétés
électrophysiologiques  spécifiques, nous avons caractérisé les propriétés
membranaires in vitro de neurones du GP dont lidentité moléculaire par
limmunohistochimie. Cela nous a permis de distinguer des propriétés

électrophysiologiques distinctes entre les neurones PV- et FoxP2-positifs. Ces deux
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types neuronaux ont des fréquences de décharge, des cinétiques de leur potentiel
ainsi que des propriétés électrigues lors d’'injection de courant qui leurs sont propres.
Parmi la liste de conductances pouvant contribuer a ces différences de propriétés
électrophysiologiques, nous nous sommes intéressés a deux types de canaux
voltage dépendant: les canaux sodiques responsables du courant INaP et les canaux
HCN responsables du courant Ih, puisqu’il a été montré que ces deux canaux
ioniques participent a l'activité¢ pacemaker des neurones du GP. Nos résultats
suggerent qu’il existe une plus forte expression des canaux sodiques responsable du
courant INaP dans les neurones PV-positifs. Concernant le courant Ih, nous pouvons
uniquement conclure que l'amplitude de ce courant est plus importante pour les
neurones FoxP2-positifs, mais nous ne pouvons pas conclure si cette différence
d’amplitude est due a une expression ou une distribution différentielle des canaux
HCN entre les neurones PV- et FoxP2-positifs.

Afin de compléter la caractérisation de ces groupes neuronaux, nous avons étudié la
diversité anatomigue des neurones du GP au sein du réseau des GB, en utilisant un
traceur rétrograde nous permettant de déterminer les structures sur lesquelles
projettent les neurones du GP. Cela nous a permis de démontrer que chez le rat
normal, comme dans le modéle 60HDA de la maladie de Parkinson, les neurones
FoxP2 qui correspondent aux neurones « arkypallidaux » projettent exclusivement en
retour sur le striatum et représentent la population pallido-striatale majoritaire. Nous
retrouvons également la population « prototypique » qui exprime a la fois la PV et
Nkx2.1 qui projette essentiellement sur les structures de sorties des GB, mais en
plus nous trouvons une population neuronale exprimant uniquement le facteur de
transcription Nkx2.1 qui innerve a la fois le striatum et le NST.

Pour finir, par une approche optogénétique encore préliminaire, nous montrons pour
la premiére fois que manipuler une sous-population neuronale du GP, la population
PV-positive, est suffisante pour affecter le comportement moteur des animaux.

En conclusion générale, nous avons montré pour la premiére fois
I’existence d’une corrélation entre I'identité moléculaire, les
caractéristiques électrophysiologiques et les projections axonales
des deux principales populations neuronales du GP chez le rat
normal. Nos données renforcent ainsi I’existence d’'une dichotomie

au sein du GP et ouvre de nombreuses perspectives afin de mieux
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comprendre le role de chaque sous-type neuronal du GP dans le

controle du mouvement volontaire.
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Discussion

Rappel des principaux résultats

L'objectif global de la these présentée ici était de mieux comprendre
I'organisation anatomique et fonctionnelle du Globus Pallidus a différents niveaux :
moléculaire, électrophysiologique et fonctionnel, afin de clarifier son réle dans le

mouvement volontaire.

La premiere condition nécessaire pour atteindre cet objectif était de parvenir a
synthétiser les données montrant chez le rat une diversité moléculaire,
neurochimique, au sein de ce noyau. Pour cela, nous avons cherché & combiner
'ancienne et la nouvelle nomenclature, basée respectivement sur I'identification de
marqueurs intracytoplasmiques et sur la détection de facteurs de transcription
embryonnaire. Cette condition a été remplie grace a des expériences
d’immunohistochimie, qui nous ont permis d’identifier quatre populations au sein du
GP. Les deux populations principales consistent en un groupe de neurones qui co-
expriment a la fois les marqueurs PV et Nkx2.1 et qui représentent 55,1% des
neurones du GP, et un second groupe exprimant a la fois les marqueurs FoxP2 et
PPE qui représente 23,85% de ces neurones. Les deux autres populations sont
caractérisées soit par l'expression de Nkx2.1 ou de FoxP2 et représentent
respectivement 14,15% et 4,5% des neurones du GP.

La caractérisation neurochimique des neurones du GP nous a ensuite conduit a
tester si la classification moléculaire permettait de mettre en évidence une diversité
fonctionnelle. Pour cela, nous avons combiné I'électrophysiologie in vitro avec la
révélation immunohistochimique de deux marqueurs, PV et FoxP2 car ces 2
marqueurs sont exprimés dans 78% des neurones du GP. Nos résultats ont mis en
évidence des différences électrophysiologiques intrinséques entre les neurones PV-
et FoxP2-positifs : leur fréquence de décharge, leur régularité, 'amplitude de leur
AHP, leur capacité a faire des rebonds post-inhibiteurs et leur ‘sag’, ainsi que,
probablement, leur sensibilité aux agonistes des récepteurs de la famille D2.

Nous avons ensuite utilisé un traceur rétrograde, qui nous a permis de montrer que
ces 2 populations projetaient de maniere différentielle au sein du réseau des GB.

Cette expérience nous a permis de montrer que chez le rat contréle comme chez le
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rat 6-OHDA, les neurones FoxP2- et PPE-positifs dits ‘arkypallidaux’ (Mallet et al
2012) projettent uniquement sur le striatum, mais aussi que la population de
neurones Nkx2.1 projette a la fois sur le striatum et sur le NST, ce qui n'avait pas été
montré par I'étude de Mallet et collégues.

Enfin, nous avons initié des expériences de manipulation de I'activité de la population
de neurones PV-positifs afin de déterminer leur réle dans le contréle du mouvement
volontaire en utilisant I'optogénétique. Nos résultats sont trés préliminaires et
meritent des expériences complémentaires mais ils suggerent que les neurones PV-
positifs jouent le role attendu sur la base du modéle classique des GB.

L'ensemble de ces résultats apporte des réponses sur I'existence d’une diversité
anatomo-fonctionnelle et structurale au sein du GP, mais améne également de
nouvelles interrogations. Dans cette discussion, nous allons revenir sur chacun des
guatre résultats pour mettre en avant l'intérét qu’ils apportent. Nous allons également
mettre en perspectives les expériences qu'il serait intéressant d’effectuer pour aller
plus loin dans la compréhension du fonctionnement du GP dans le réseau de GB et

de maniére plus générale dans le contréle du mouvement volontaire.

I. Classification neurochimique au sein du Globus Pallidus

Notre premier objectif était de donner un support unique solide a la diversité
neurochimique et embryonnaire du GP. Pour cela, nous avons réalisé des
expériences d'immunohistochimies couplant la détection de marqueurs neuronaux
décrits dans les années 2000 (Hoover & Marshall 1999) a celle de facteurs de
transcription (Nkx2.1 et FoxP2) identifiés plus récemment comme des marqueurs
spécifiqgues de zones embryonnaires distinctes (Ferland et al 2003 , Nobrega-Pereira
et al 2010, Takahashi et al 2009, Takahashi et al 2003 ). Les marqueurs décrits
dans les années 2000 sont des protéines liant le calcium (PV, PPE, calbindine,
calrétinine) ; les facteurs de transcription (NKx2.1, NPAS1, FoxP2) sont exprimés au
cours du développement du cerveau et caractérisent les origines embryonnaires des
populations neuronales.

Nous avons distingué plusieurs populations neuronales, que nous avons classées en
guatre sous-groupes. Nous trouvons une population majoritaire, exprimant a la fois
PV et Nkx2.1. Elle représente plus de la moitié des neurones du GP, ce qui est en

accord avec la littérature (Hoover & Marshall 1999 , Nobrega-Pereira et al 2010). Elle
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provient de la MGE (Nobrega-Pereira et al 2010). Nous avons identifié une seconde
population (23,85%) exprimant la PPE et nous montrons que cette population peut
étre caractérisée par I'expression du facteur de transcription FoxP2. Nous pouvons
eémettre I'nypothese qu’elle correspond a la population des neurones NPAS1-positifs
provenant de la LGE décrite préecédemment (Nobrega-Pereira et al 2010). Il est
connu que les neurones exprimant FoxP2 proviennent de la LGE (Ferland et al
2003 , Takahashi et al 2009, Takahashi et al 2003 ), et comme nous avons observé
gue tous les neurones PPE-positifs expriment aussi FoxP2 (> 99%) mais pas Nkx2.1
(marqueur exprimé dans 75 % des neurones du GP), nous suggérons que la
population des neurones PPE-positifs provient de la LGE et correspond a la
population de neurones NPAS1-positifs décrite par Nobrega-Pereira et
collaborateurs. Des expériences supplémentaires de double immunohistochimie
contre PPE et NPAS1 ou FoxP2 et NPAS1 nous permettraient de confirmer notre
hypothese.

Le dernier groupe identifié exprime uniquement le facteur de transcription Nkx2.1
(14%). Il pourrait étre tres hétérogene et regrouper des neurones GABAergiques qui
expriment la calbindine (CB) (2%) ou la calrétinine (CR) (1%) (Cooper & Stanford
2002 , Domaradzka-Pytel et al 2007), mais aussi des neurones cholinergiques (5%)
du noyau basal de Meynert (Gritti et al 2006). Cette derniere population est localisée
dans la partie ventrale du GP. Les neurones de ce groupe proviendraient
majoritairement de la MGE mais aussi de la POA (Nobrega-Pereira et al 2010). Ainsi,
il est fort probable qu'une étude plus approfondie révéle l'existence de plusieurs
sous-populations neuronales a [lintérieur du groupe Nkx2.1.Cette population
neuronale mériterait d’'étre étudiée d'une maniére plus approfondie afin de
différencier et de classer les différents sous-types neuronaux qui la composent. Une
stratégie alternative a I'immunocytochimie pourrait étre la PCR multiplexe sur
neurone unique, qui pourrait étre combinée a I'électrophysiologie, le contenu du
cytoplasme étant prélevé a l'aide de la pipette d’enregistrement. L'avantage de la
PCR sur cellule unique est que cette techniqgue permet de détecter simultanément
plusieurs marqueurs mais son principal inconvénient est I'obligation d’enregistrer le
neurone en configuration cellule entiére, ce qui peut altérer le patron d’activité du

neurone enregistré.
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Il est aussi intéressant de noter que d’un point de vue embryonnaire, la population
arkypallidale (FoxP2/PPE-positive) provient de la LGE tout comme les neurones de
projections striataux qui sont aussi caractérisés par I'expression de FoxP2 (Deacon
et al 1994, Olsson et al 1998, Takahashi et al 2003 ) alors que les deux autres
populations de neurones pallidaux (PV/Nkx2.1- et Nkx2.1- positfs) proviennent de la
MGE qui est aussi la source des interneurones striataux de type « fast-spiking » qui
expriment Nkx2.1 et la PV eux aussi (Marin et al 2000) ; Figure 38) et partagent
certaines caractéristiques électrophysiologiques telles qu’une capacité a décharger a

des fréquences élevées.

II. Classification électrophysiologique au sein du Globus Pallidus

De nombreuses études ont essayé de classer les neurones du GP selon leurs
propriétés électrophysiologiques (Bugaysen et al 2010, Cooper & Stanford 2000,
Nambu & Llinas 1994 , Nambu & Llinas 1997 ). Chaque étude propose sa propre
classification, ce qui rend difficile de faire le lien entre ces différents travaux. Mais
toutes concluent en faveur de l'existence de 3 sous-types neuronaux dans le GP.
Récemment, I'existence de ces 3 sous-populations a été remise en cause par les
travaux de deux équipes (Deister et al 2013, Gunay et al 2008 ), toutes deux
affirmant qu’il est impossible de classer les neurones du GP selon leurs propriétés
intrinseques en raison de la variabilité électrophysiologique qui existe au sein de
cette structure. Afin de réconcilier les données de la littérature, nous avons entrepris
d’analyser les mémes paramétres électrophysiologiques que les études antérieures
mais plutdt que de nous baser sur ces seuls criteres pour classer les neurones, nous
avons identifié leurs profils neurochimiques. Comme les neurones PV- et FoxP2-
positifs représentent 78% de la totalité des neurones du GP, nous avons utilisé ces
deux marqueurs pour identifier les neurones dont nous avons enregistré les
propriétés électrophysiologiques en patch-clamp. Il est a noter ici que nous sommes
les seuls a avoir utilisé la configuration ‘patch-perforé’ qui est moins invasive que la
configuration ‘cellule entiere’ pour caractériser les propriétés intrinseques des
neurones du GP. Nous avons donc trouvé 3 groupes neurones, les neurones PV-
positifs, les neurones FoxP2-positifs et ceux seulement marqués par la biocytine que

nous avons appelé double-négatifs (DN).
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Toutes nos expériences ont été réaliseées avec des inhibiteurs de la transmission
synaptique afin que les propriétés intrinséques des neurones du GP ne soient pas
modifiées par I'activité synaptique qui est préservée dans les tranches. Dans ces
conditions, nous avons trouvé que les neurones PV-positifs sont des neurones qui
déchargent avec la fréquence plus élevée et la plus réguliere. A linverse, les
neurones FoxP2-positifs déchargent avec une fréquence significativement plus faible
et de maniére irréguliére. Bien que globalement les parameétres du potentiel d’action
soient identiques entre les trois groupes neuronaux, nous avons trouvé que les
neurones FoxP2 possedent une AHP plus importante que celle des neurones PV-
positifs et DN, ce qui peut expliquer que ces neurones déchargent avec une
fréquence plus faible car la dépolarisation inter-spike va mettre plus de temps pour
atteindre le seuil de déclenchement des potentiels d’action. Ce résultat suggere que
les neurones FoxP2-positifs possedent soit des canaux potassiques que les deux
autres groupes n’expriment pas, soit une densité de canaux potassiques plus
importante, comme le proposent Gunay et collegues (Gunay et al 2008). Un autre
critere distinctif de ces neurones PV- et FoxP2-positifs est leur réponse a des
créneaux dépolarisants, les neurones PV-positifs étant capables de décharger a des
fréquences beaucoup plus élevées que les neurones FoxP2. Ceci signifie que ces
deux types neuronaux vont intégrer I'information synaptique de maniére distincte.

Ensuite, nous avons étudié les canaux HCN qui caractérisent le courant Iy ou Is (f
pour funny) décrit pour la premiere fois dans des cellules du nceud sinusal du coeur
(Noma & lIrisawa 1976). Ce courant contribue a de nombreuses propriétés et
fonctions physiologiques telles que I'activité "pacemaker" de certains neurones, le
contrble du potentiel membranaire et [lintégration dendritique des entrées
synaptiques. Il s’agit d'un courant entrant, de conductance mixte Na+ et K+ qui est
activé par I'hyperpolarisation. Nous avons trouvé que les neurones FoxP2-positifs
présentent un sag qui est de plus grande amplitude que celui des neurones PV-
positifs lors de créneaux de courants de -100 pA (Figure 27G-H). En revanche, tous
les neurones PV-positifs que nous avons enregistrés présentent des propriétés de
rebond post-inhibiteur alors que la moitié de nos neurones FoxP2-positifs sont doués
de telles propriétés et les 50% restants présentent un retard a la décharge qui
pourrait étre di aux canaux de type Ia et Ip. Les courant Ia ont pour conséquence de
diminuer la fréquence des potentiels d’action en ralentissant le retour au seuil

d’activation des canaux sodiques. lls possedent donc un filtre des signaux
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excitateurs en retardant I'apparition du potentiel d’action (Debanne et al 1997). Cette
hypothése est en accord avec nos résultats car les neurones FoxP2-positifs
présentent une fréquence de décharge plus faible que les neurones PV-positifs qui
ne présentent pas de retard a la décharge.

En comparant 'ensemble des propriétés des neurones PV-positifs et FoxP2-positifs,
il apparait que ces deux populations correspondent aux deux exemples extrémes
décrits dans I'étude de Gunay et collaborateurs (Gunay et al 2008). Ceci suggére
gue si on tient compte de leur identité neurochimique, ces deux types neuronaux
forment deux clusters distincts. Ainsi nos données de patch-perforé suggerent bien
'existence d’'une diversité électrophysiologique au sein du GP. Afin d’obtenir ces
deux types d’activité électrophysiologique extréme, Gunay et collaborateurs ont fait
varier la densité des canaux ioniques dans leur modéle. En nous basant sur leur
étude, nous avons identifié 2 canaux potentiel-dépendents, INaP, HCN, dont des
différences d’expression pourraient expliquer la différence d’excitabilité entre les
neurones PV et FoxP2. Nos expériences de potentiel imposé nous ont permis de
montrer que les neurones PV-positifs ont des courants INaP deux fois plus grands
gue les neurones FoxP2-positifs sans que les propriétés d’activation de ces canaux
different entre les deux groupes de neurones. Ce résultat est en accord avec le
modele de Gunay et collegues. Bien que nous n'ayons pas testé les propriétés des
autres conductances ioniques il est fort probable que des différences d’expression
d’autres canaux soient responsables des différences de propriétés intrinseques des
neurones PV- et FoxP2-positifs.

Pour le groupe des neurones DN, qui correspond probablement aux neurones Nk2.1-
positifs, nous montrons que cette population présente des propriétés semblables a
celles des neurones PV-positifs, du moins dans nos expériences de patch-perforée.
La publication récente du groupe de C. Wilson (Deister et al 2013) suggérant que
I'activité des neurones du GP varie dans le temps nous a obligé a dupliquer leurs
expériences, afin de déterminer si cette variabilité était vraie pour les trois groupes
de neurones que nous avions caractérisés en patch-perforé. Ainsi, nous avons
réalisé des enregistrements de longue durée (> a 20 minutes) en configuration
cellule attachée. Nous avons trouvé que certains neurones du GP présentaient une
grande variabilité dans leur fréquence de décharge au cours du temps, ce qui est en
accord avec cette étude. Une fois classés en fonction de leur profil neurochimique, il

nous est apparu que les neurones PV-positifs avaient une activité de décharge

77



extrémement réguliere au cours du temps alors que les neurones FoxP2-positifs
avaient tous une activité irréguliere. Les neurones DN se situent entre ces deux
extrémes.

Pour résumer, nos reésultats d'électrophysiologie montrent qu’il existe trois
populations neuronales dans le GP, les groupes PV-positifs et DN ayant des
propriétés tres similaires. Le groupe FoxP2-positif en revanche se distingue des deux
autres, de par la faible fréquence et l'irrégularité de leur décharge, une courbe f/l
plutét linéaire et une différence de densité de canaux sodiques responsables du
courant INaP. Nos données montrent, de plus, que pour définir I'identité des
neurones du GP, il est nécessaire de corréler propriétés électrophysiologiques et
profils neurochimiqgues des neurones. Enfin, nos résultats suggérent que la
différence d’activité des neurones GP-TI (PV-positifs) et GP-TA (PPE/FoxP2-positifs)
repose en partie du moins, sur des propriétés intrinseques distinctes. Nous pouvons
également suggérer que les neurones HFP et LFB décrits chez le singe éveillé dans
la littérature (DeLong 1971, Matsumura et al 1995) correspondent respectivement
aux neurones PV- et FoxP2-positifs.

Nos résultats montrent pour la premiere fois une corrélation entre la présence d’'un
marqueur neuronal et ses propriétés électrophysiologiqgues au niveau du GP,

appuyant I'existence d’une diversité neuronale au sein de ce noyau.

La question de la régulation dopaminergique de I'excitabilité des neurones du
GP est aussi une question critigue. Nous avons entrepris des expériences
préliminaires afin de tester I'effet d’'un agoniste D2 sur I'activité des neurones PV et
FoxP2. Bien que nos données nécessitent d’étre complétées, elles suggerent que
I'activation des récepteurs D2 a un effet uniquement sur I'excitabilité des neurones
FoxP2-positifs, ce qui est en accord avec les données de la littérature (Hoover &
Marshall 2002). La stimulation des récepteurs de type D2 a pour effet une
augmentation de I'excitabilité des neurones FoxP2-positifs. Une autre étude in vitro a
montré que les récepteurs D2 modulent de maniére négative les courants calciques
de type CaVv2.2 (Stefani et al 2002). Ces canaux étant couplés aux canaux
potassiques de type SK, il est possible que, comme au niveau du NST, leur inhibition
par les récepteurs D2 entraine la fermeture des canaux SK (Ramanathan et al 2008))
et augmente la fréquence de décharge des neurones du GP. Cette modulation

différentielle par la dopamine au niveau du GP vient compléter la liste des différences
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Figure 39 : Schéma des projections des 3 populations neuronales identifiées dans le
GP.

Les neurones PV-positifs (représentés en vert) projettent essentiellement (en majorité) sur
les structures en aval des GB comme le NST. Une faible proportion de neurones PV-positifs
projette sur le striatum. Les neurones FoxP2-positifs (en bleu) projettent uniquement sur le
striatum. La population des Doubles Négatifs (en gris) projettent a la fois sur le striatum et

sur les noyaux de sorties des GB.



entre les neurones PV et FoxP2.

III. Innervation différentielle des neurones du Globus Pallidus au
sein du réseau des ganglions de la base

La mise en évidence des neurones PPE-positifs ou arkypallidaux dont I'une
des caractéristiques est de projeter uniguement sur le striatum a été réalisée chez un
modéle rongeur de la maladie de Parkinson (Mallet et al 2012). Ainsi, il est
nécessaire de montrer que cette caractéristique est constitutive du systéme en
situation physiologique et non pas la conséquence de la déplétion dopaminergique.
Nous avons donc réalisé des expériences de tracage rétrograde couplées a de
immunohistochimie afin d’'analyser les structures ciblées par les neurones PV-
positifs, FoxP2-positifs et DN (Nkx2.1+/PV-). Nos résultats ont confirmé ceux publiés
pour le rat 6-OHDA (Mallet et al 2012) indiquant que la projection des neurones
arkypallidaux sur le striatum existe aussi en condition physiologique et que ces
neurones expriment aussi FoxP2. Nous avons aussi montré qu’une faible proportion
des neurones PV-positifs projettent a la fois sur le NST et sur le striatum, innervant
probablement de maniere préférentielle les interneurones GABAergiques du striatum
(Bevan et al 1997). Les neurones exprimant uniguement Nkx2.1 projettent eux-aussi
a la fois sur le striatum et sur le NST. Ainsi, alors que la voie pallido-subthalamique
est constituée des neurones Nkx2.1l-positifs (Nkx2.1+/PV+ et Nkx2.1+/PV-), la voie
pallido-striatale bien qu’impliquant principalement les neurones arkypallidaux,
comprend aussi un contingent de collatérales d’axones des neurones Nkx2.1+/PV+
et Nkx2.1+/PV- (Figure 39).

Alors que jusqu’a présent la boucle entre le GP et le NST était considérée comme
complétement réciproque, il s’avere maintenant que seule la population GP-TI (PV+
et Nkx2.1+/PV-) projette sur le NST. D’apreés nos expériences de modélisation sur la
sélection d’action par le réseau des ganglions de la base, il semble que cette
architecture soit en fait optimale (Figure 36B) pour que le réseau GP-NST calcule de

maniére optimale la sélection d’'une action motrice.
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IV. Diversité neuronale dans le Globus Pallidus et initiation du
mouvement

Aprées avoir trouvé des différences au niveau des propriétés membranaires et
des projections entre les neurones PV- et FoxP2-positifs, nous avons entrepris
d’étudier leur réle dans le mouvement volontaire. Nous avons utilisé une approche
optogénétique avec une stratégie Cre-lox pour inhiber et activer spécifiquement chez

I'animal vigile et libre de ses mouvements les neurones PV-positifs.

Nous avons tout d’abord confirmé que les propriétés électrophysiologiques des
neurones PV-positifs des souris PV-Ai9 (souris transgéniques qui expriment un
fluorophore rouge, la dtomato (dt), uniguement dans les neurones qui expriment la
PV) étaient similaires a celles observées chez le rat et difféerentes de celles des
neurones dt-. Ainsi les neurones dt+ (PV-positifs) de la souris présentent les mémes
caractéristiques que celles du rat, a savoir une fréquence élevée de décharge, une
courbe f/l d’aspect sigmoide, un sag d’amplitude modérée et la capacité a faire des
rebonds post-inhibiteurs. En comparant les données chez le rat, et la souris, nous
avons trouvé moins de différences entre les groupes dt+ et dt- qu’entre les groupes
PV-positifs et FoxP2-positifs. Ceci peut s’expliquer par I'hétérogénéité du groupe des
neurones dt- qui comprend a la fois les neurones PPE-/FoxP2- positifs en plus du

groupe de neurones DN (Nkx2.1+/PV-).

A. Validation de I'outil optogénétique in vitro

Avant de moduler les neurones PV-positifs chez des souris in vivo, nous
avons réalisé des expériences de validation in vitro. Nous avons testé l'effet de la
photo-activation et de la photo-inhibition de ces neurones. La photo-activation des
neurones PV-positifs entraine une augmentation de leur fréequence de décharge de
prés de 300%. Leur photo-inhibition entraine, elle, une chute de leur fréquence de
décharge de 80%. La modulation lumineuse apparait donc extrémement efficace.
Ces expériences valident donc notre stratégie visant a manipuler l'activité d’'une
sous-population neuronale du GP et d’en tester I'impact sur le comportement moteur

de I'animal.
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B. Modulation bilatérale des neurones PV du GP

Nos expériences de stimulation lumineuse bilatérale n'‘ont pas mis en
évidence d’effet significatif sur 'ambulation des animaux. Le modéle classique des
ganglions de la base, que nous pourrions appliquer aux neurones PV-positifs du GP
en raison de leur projection sur le NST, prédit que leur activation est favorable tandis
gue leur inactivation est défavorable au mouvement. Cependant, dans la boucle
réciproque GP-NST, la projection des neurones PV-positifs sur la SNr n’est pas prise
en compte par le modéle. De plus, une activation bi-latérale s’oppose probablement
a la sélection de l'action. Ce résultat est néanmoins surprenant comparé aux
données de la littérature (Durieux et al 2009 , Kravitz et al 2010), puisque I'activation
bi-latérale des neurones striataux de la voie indirecte (qui doit revenir a inhiber le GP
comme nous l'avons fait avec ArchT), provoque une inhibition de [Iactivité
locomotrice, résultats que nous n’avons pas réussi a obtenir avec l'inhibition directe

des neurones PV-positifs du GP par ArchT.

C. Modulation unilatérale des neurones PV du GP

Nos expériences de stimulations optiques unilatérales ont donné des résultats
plus probants, puisque toutes les souris testées avec ChR2 ou NpHR ont vu leur
comportement moteur modifié par la stimulation lumineuse. Ainsi lors de stimulations
continues de 30s, nous avons quantifié une asymétrie motrice en comptant les
rotations initiées par les animaux et en les comparants avec la situation sans
stimulation optique. Le premier résultat intéressant repose sur le fait que I'activation
et I'inhibition de l'activité des neurones PV du GP entrainent un comportement
rotatoire opposé chez les souris testées, ce qui valide I'action spécifique de ChR2 et
ArchT.

L’activation des neurones PV-positifs du GP par ChR2 entraine des rotations contra-
latérales alors que leur inhibition par ArchT entraine des rotations ipsi-latérales. Ces
résultats sont en accord avec le méme type d’expériences réalisées au niveau du
striatum. En effet, la stimulation unilatérale des neurones striataux de la voie
indirecte avec ChR2 entraine des rotations ipsi-latérales au c6té stimulé (Kravitz et al
2010), de méme que l'inhibition des neurones du GP avec ArchT. Cette expérience
est aussi en accord avec une autre étude, ou cette fois la population de neurones

PV-positifs du GP a été déconnectée du reste du réseau grace a I'expression dans
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ces neurones de la chaine légére de la toxine tétanique (TeLC), ce qui a pour
conséquence de bloguer la libération de GABA par ces neurones et donc de les
inhiber (Murray et al 2011). Cette manipulation a pour conséquence
comportementale d’induire des rotations ipsi-latérales.

Ici, 1l est intéressant de noter que l'inhibition des neurones PV-positifs du GP (qui
revient a désinhiber le NST et activer la voie indirecte) mime l'effet d’'une déplétion
unilatérale en dopamine (Da Cunha et al 2008 , Schwarting & Huston 1996), ce qui
est donc en accord avec le modéle anatomo-fonctionnel d’Alexander et Crutcher
(Alexander & Crutcher 1990).

Il serait aussi extrémement intéressant de stimuler I'activité des neurones PV-positifs
du GP chez une souris hémi-parkinsonienne afin de déterminer si cette manipulation
permettrait de restaurer un comportement moteur normal chez I'animal tout comme
c’est le cas lors de l'activation des neurones striataux de la voie directe (Kravitz et al
2010).

Dans leur ensemble, ces résultats montrent que les neurones PV-positifs du GP
correspondent a la population neuronale pallidale prototypique de la voie indirecte,
tel que prédit le modele anatomo-fonctionnel des ganglions de la base. De plus, nous
montrons que la manipulation d’'une sous-population neuronale du GP suffit a
affecter le comportement moteur chez la souris. Il serait maintenant nécessaire de
dupliquer ces expériences en manipulant cette fois la population FoxP2 pallido-

striatale afin de mieux cerner son réle dans le contrble de I'exécution du mouvement.

D. Perspectives

Nos résultats confirment I'existence d’une dichotomie fonctionnelle au sein du
GP et montrent de plus que cette dichotomie est aussi embryonnaire, neurochimique,
électrophysiologique et structurale. Cette nouvelle complexité au niveau du GP
appelle a une ré-évaluation du réle de ce noyau dans le contrdle du mouvement. La
découverte de la population de neurones arkypallidaux ouvre de nouveaux axes de
recherche afin de mieux comprendre comment cette population influence l'activité du

reste du réseau des ganglions de la base.
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1. Caractérisation de la voie arkypallido-striatale.

Il a été établi que les neurones GP-TA (PPE/FoxP2) innerve massivement le
striatum (Mallet et al 2012) et que tous les types neuronaux striataux (interneurones
et neurones de projections) sont ciblés par les axones des neurones arkypallidaux.
Ainsi déterminer si les neurones arkypallidaux ciblent préférentiellement les neurones
striataux de projection de la voie directe (dSPN) ou de la voie indirecte est une
guestion extrémement importante afin de comprendre comment cette population
influence I'activité striatale (Figure 39). Les neurones arkypallidaux expriment la
PPE, il serait aussi intéressant de tester l'action neuromodulatrice de ce
neuropeptide sur les neurones striataux.

Pour étudier cette voie de maniére spécifiqgue, il est nécessaire d’utiliser
'optogénétique et des souris transgéniques permettant une expression ciblée de la
channelrhodopsine dans les neurones arkypallidaux. Nos données suggérant que
ces neurones proviennent de la LGE, nous proposons d’utiliser les lignées de souris
transgéniques Pax6-cre ou Mashl-cre, deux des facteurs de transcription spécifiques
de la LGE. Ainsi l'injection de vecteurs AAV-ChR2 Cre-dépendent dans le GP nous
permettra de transfecter spécifiguement la population arkypallidale. En croisant ces
souris avec la lignée D1-eGFP (lignée présente au laboratoire), il nous sera possible

de patcher soit les neurones de la voie directe (fluorescents) ou ceux de la voie
indirecte et de caractériser les propriétés des synapses arkypallido-striatales grace a

des flashs de lumiere.

2. Impact d’'une déplétion dopaminergique sur I'excitabilité des
neurones PV et FoxP2.

En condition physiopathologique, I'hypoactivité du GP est prédite et expliquée

dans le modele d’Alexander et Crutcher par une hyperactivit¢ des neurones du
striatum qui vont inhiber de maniere massive les neurones du GP et ainsi réduire leur
fréquence de décharge.
De plus, il a été montré in vitro et en condition de déplétion dopaminergique, qu’une
forte proportion des neurones du GP deviennent silencieux (Miguelez et al 2012) en
raison d'une réduction de I'expression des canaux HCN qui sont nécessaires au
maintien de leur activité pacemaker (Chan et al 2011). Alors que pour le reste d’entre
eux, leur excitabilité semble accrue (Miguelez et al 2012) suggérant une altération bi-
directionnelle de I'excitabilité des neurones du GP en situation parkinsonienne. Afin
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de mieux comprendre le réle des neurones GP-TI et GP-TA dans I'émergence
d’activités pathologiques dans le réseau des GB, déterminer les changements
d’excitabilité induits par une déplétion dopaminergique au niveau de ces deux types
neuronaux est nécessaire.

Pour cela, il suffirait de comparer les propriétés intrinseques des neurones dt+ et dt-
des lignées PV-AI9 et Nkx2.1-Ai9 entre des groupes de souris naives et des groupes

de souris parkinsoniennes.

3. Caractérisation de l'activité des neurones PV et FoxP2 au cours
de I'exécution du mouvement.

Une premiere étape pour comprendre la fonction des deux populations
neuronales dans le contréle du mouvement est tout d’abord d’enregistrer leur activité
électrophysiologique chez I'animal vigile lors de I'exécution d’'une tdche motrice. Les
guelques études au cours desquelles I'activité des neurones des ganglions de la
base ont été enregistrés au cours d'une tadche motrice ont nécessité un
apprentissage de plusieurs mois chez le rongeur (Gage et al 2010, Schmidt et al
2013). Le test du « single pellet reaching test » (SRT ; (Metz & Whishaw 2000) est un
test simple a mettre en ceuvre qui présente I'avantage d’étre similaire d’'un point de
vue phylogénétiqgue chez I'homme et le rongeur (Klein et al 2012). Celui consiste a
placer un animal dans une boite opérante avec une petite ouverture permettant a
'animal d’attraper une pellette de nourriture. En implantant des tétrodes au niveau du
GP, il serait alors possible d’enregistrer I'activité des différentes populations de ce
noyau au cours d’une séquence de prise de nourriture. Au cours de ma these, j'ai pu
apprendre a implanter des souris avec des optrodes pour manipuler l'activité des
neurones PV du GP grace a la collaboration que nous avons établi avec le Dr Herry
du Neurocentre Magendie a Bordeaux. Enregistré I'activité des neurones du GP
semble donc une étape logique afin de comprendre le réle de ce noyau dans le
controle du mouvement.

Une fois ce test mis au point, il nous sera possible de manipuler via I'optogénétique
I'activité des neurones GP-TI (en utilisant la lignée transgénique PV-Ai9) ou celle des
neurones GP-TA (en utilisant la lignée Pax6-Cre ou Mash1-Cre) et ainsi comprendre
un peu mieux comment ces deux types cellulaires participent au contréle du

mouvement.
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Résumé

Le réseau des ganglions de la base (GB) est un ensemble de structures sous
corticales, dont la principale fonction est le contréle du mouvement volontaire. Le
Globus Pallidus (GP), équivalent du GPe chez le primate, est un noyau constitué
exclusivement de neurones GABAergiques, qui joue un rble clé dans le
fonctionnement des GB de par ses projections inhibitrices diffuses sur I'ensemble
des structures de ce macrocircuit.

Bien qu’une diversité neuronale au sein du GP ait été suggérée sur les bases de
l'origine embryonnaire, de l'expression de protéines spécifiques ou encore de
I'activité électriqgue des neurones, ces différents parametres n’ont pas été corrélés de
maniére claire. Notre premier objectif a donc été de corréler les propriétés
membranaires de neurones du GP enregistrés en patch-clamp sur des tranches de
cerveau de rat avec I'expression spécifigue de deux marqueurs neuronaux : une
protéine liant le calcium, la parvalbumine (PV) ou un facteur de transcription,
Forkhead Box 2 (FoxP2). Nous avons observé des difféerences électrophysiologiques
significatives entre les neurones PV-positifs et FoxP2-positifs. Ce résultat nous a
amené a formuler I'hypothése qu’ayant des propriétés distinctes, les neurones PV-
positifs et FoxP2-positifs pouvaient étre connectés de maniére différente au sein du
réseau des ganglions de la base. Nous avons donc reéalisé des expériences de
tracage neuronal in vivo afin d'identifier les structures cibles de chaque sous-
population. Nous montrons que les neurones PV-positifs projettent sur les structures
de sorties des ganglions de la base tandis que les neurones FoxP2-positifs projettent
uniquement sur le striatum. Enfin, le GP étant majoritairement composé de neurones
PV-positifs, nous avons décidé de manipuler spécifiquement l'activité électriqgue de
cette population in vitro et in vivo grace a l'optogénétiqgue. Nous présentons des
résultats montrant que la modulation de I'activité électrique des neurones PV-positifs
modifie le comportement moteur chez I'animal vigile.

Nos résultats d'immunohistochimie et d’électrophysiologie in vitro démontrent pour la
premiére fois I'existence d’'une diversité neuronale au sein du GP. Nos expériences
constituent la premiére étude du role des neurones PV-positifs dans le contréle du

mouvement volontaire.
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